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Resumen

En el presente trabajo se estudio un extracto de la planta del mango, comunmente
conocida como mangiferina, la cual presenta una estructura de tipo xantona
glucosilada. De acuerdo con estudios reportados, presenta diferentes acciones
farmacoldgicas®!!, pero con algunas limitaciones; entre ellas su baja solubilidad en
agua®*, dicho esto es importante proponer una alternativa que ayude al aumento de
esta propiedad con el uso de la formacion de complejos de inclusion,

especificamente de la B-CD, (B-Ciclodextrina).

Para demostrar la existencia de los posibles complejos de inclusién, se
determinaron las cuatro constantes de acidez condicionales de la mangiferina en
presencia de la B-CD, para poder ser comparadas con las constantes de acidez de
mangiferina y asi ver el efecto sobre estas ultimas, dicho experimento se llevo a

cabo en medio acuoso por Espectroscopia UV-visible a 25.0 £ 0.5 °C.

Después, por las técnicas de Espectroscopia UV-visible y Fluorescencia, se
determind la estequiometria del complejo formado usando un método robusto con
tres posibilidades diferentes de union Huésped:Anfitrion con las relaciones molares
(1:1, 1:2 y 2:1), donde para el tratamiento de los datos se us6 el programa
computacional SQUAD; obteniendo en este trabajo la relacion molar 1:1 con su

respectiva constante de inclusion.

Una de las propiedades que presenta la mangiferina es su baja solubilidad en agua,
por lo que; para ser usada en procesos bioldégicos es necesario utilizar
concentraciones mas altas de su valor de solubilidad, debido a esto fue importante
determinar el aumento en la solubilidad de la mangiferina al formar complejos de
inclusion con B-CD (B-ciclodextrina), sabiendo que esta molécula puede cambiar la
solubilidad de otras (Huésped). Existe un método para determinar la constante de
solubilidad, propuesto por Higuchi y Connors*?, este estudio se basa en la
construccion de un diagrama de fases que se construye a partir de la solubilidad de
mangiferina en funcidén de la concentracion de B-CD, para éste trabajo con un
experimento clasificado de Tipo A, segun la definicion del método, que ademas fue

seguido por espectroscopia UV-visible y Polarimetria en medio acuoso.
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CAPITULO 1

ANTECEDENTES GENERALES
1.1 Mangiferina

La mangiferina (HaMGF), es un polifenol de origen natural que representa la
estructura de 2-B-D-glucopiranosil-1, 3, 6, 7-tetrahidroxixanten-9-ona, una xantona
C-glucosilada, Figura 1.1.1; esta presente en mayor concentracion en especies de
Mangifera Indica L. (nombre comuin: mango), ésta pertenece a la familia de
Anacardiaceae y es la fuente de muchos compuestos naturales entre ellos xantonas
y flavonoides. Aunque reportes indican que también puede estar distribuida en

plantas como son Cyclopia y Salacial.

OH

HO 0 OH
A0
HO OH

OH
OH O

Figura 1.1.1 Estructura de la mangiferina, 2-8-D-glucopiranosil-1, 3, 6, 7-tetrahidroxixanten-9-ona3.

La estructura de H4sMGF satisface las reglas de Lipinski?, que analiza las
propiedades fisicoquimicas, para poder ser propuestos como farmacos y facilite la
absorciéon en el cuerpo®. Dichas propiedades deben cumplir un peso molecular
(MW) menor a 500 g / mol, un coeficiente de particion octanol / agua con log P <5,
con enlaces-H donantes <5y <10 enlaces—H aceptores, para la mangiferina indican
gue satisface estas propiedades con un MW de 422.33 g/ mol, unlog P =2.73,y 4
funciones de donante para enlaces de hidrogeno, 2 funciones aceptoras para
enlaces de hidrégeno?, lo que indica que tiene potencial para ser modificado por la

quimica medicinal para alterar sus funciones y propiedades®.



Debido a lo anterior, existen algunos estudios que reportan que la mangiferina
posee propiedades analgésicas, antidiabéticas®, antiescleréticas, antimicrobianas,
antivirales, cardiohepatoprotectoras, antiinflamatorias, antialérgicas vy
antioxidantes’. Se vende para el tratamiento del trastorno metabdlico en Cuba bajo

el nombre comercial de Vimang® 8-°,

Los mecanismos propuestos para entender las bioactividades de la mangiferina se
enfocan en su capacidad para proveer proteccion celulart?, debido a que presenta
un grupo catecol, y a que contiene cuatro grupos hidroxilo con la funcién de ser un

eficiente antioxidante, captador de radicales libres e inmunomodulatorias?!?.

Los trabajos reportados por Gémez-Zaleta'? y Mendoza-Sarmiento!3, junto con sus
respectivos colaboradores, determinaron las constantes de acidez en solucién
acuosa de la mangiferina, Tabla 1.1, y proponen su orden de desprotonacién con

un estudio de resonancia magnética nuclear®® Figura 1.1.2.

Tabla 1.1 Valores de pKa para la Mangiferina reportados en la literatura obtenidos

por UV-visible.

Valor reportado
Equilibrio Gbémez-Zaleta'? Mendoza-Sarmiento!3

H,(MGF)=H,(MGF) +H* PKa=6.52£0.06  pKai=6.345 £ 0.036

H,(MGF)=H, (MGF)Zﬁ +H* PKa2=7.97 £0.06 pKaz = 7.953 + 0.045

H,(MGF)=H (MGF)& +H* PKaz=9.44+0.04 pKaz=9.571 + 0.049
H(MGF)=(MGF)" +H* PKas=12.10 £0.01  No se determino

Oreg=4.92 x10-3 Oreg=7.072 x10-3

22 -2
U=2.20 x10 U=3.471x10

*Las constantes fueron determinadas por la técnica de Espectroscopia UV-vis, en

medio acuoso y atmésfera inerte de No.



Figura 1.1.2. Orden de desprotonacién de los sitios acidos presentes en la mangiferina,

determinados por resonancia magnética nuclear, por Mendoza-Sarmiento®3.

Una caracteristica principal de la mangiferina es que presenta poca solubilidad en
agua Yy baja biodisponibilidad, lo que limita algunas de las aplicaciones
farmacéuticas anteriormente mencionadas, entre los estudios informan de la mala
absorcion oral de HsMGF!'415, Desde diferentes enfoques se han empleado
experimentos que mejoran la solubilidad de la mangiferina, entre ellos existen

sistemas microencapsulados® y nanocapsulas!’, entre otros.

1.2 Tipos de ciclodextrinas y caracteristicas

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacéridos ciclicos (producidos en organismos
vivos a partir de la degradacion del almidon con la enzima ciclodextrina
glucanotransferasa (CGtasa), que presentan una estructura formada por grupos
glucosidicos unidos en sus posiciones (a-1, 4) 1819, Los tipos de CDs mas comunes
son aCD, BCD y yCD, que se componen de 6, 7 y 8 moléculas de glucosa,
respectivamente?s,

La cavidad esta revestida por los atomos de hidrogeno y los puentes glucosidicos
de oxigeno que tienen pares de electrones no enlazantes y estan dirigidos hacia el
interior de la cavidad produciendo una alta densidad de electrones?°. Ademas las
estructuras tienen los grupos hidroxilos secundarios (C-2 y C-3) situados en el borde

mas ancho del anillo y los grupos hidroxilo primarios (C-6) en el borde méas angosto,
9



los hidrogenos de los C-3 y C-5 son apolares y los oxigenos de tipo éter estan en el
interior de las moléculas en forma de cono. Esto resulta en una molécula con un
exterior hidrofilo, que puede disolverse en el agua, y una cavidad apolar que
proporciona una matriz hidréfoba Figura 1.2.1 (b)%°.

La hidrofobicidad de la cavidad interna permite que las CDs puedan asociarse con
moléculas organicas no polares parcial o completamente, para formar complejos de
inclusién. Existen diferentes tipos de CDs, Figura 1.2.1. (a), unas dependen del
namero de glucosas unidas y otras de grupos alifaticos sustituidos; entre ellas esta
la BCD que contiene 7 unidades de glucosa en su formacion ciclica, es en particular
la menos soluble en solucién acuosa con un valor de 1.85 g/mL, comparada con la
aCD (6 unidades de glucosa) y yCD (8 unidades de glucosa) con un valor de

solubilidad de 14.5 g/mLy 23.2 g/mL, respectivamente.

exterior

(hif;(‘)’]'(ng‘ca) (hidrofilico)

Ib]

Figura 1.2.1. Estructura quimica de ciclodextrina: (a) Representacion de la estructura de 3-CD (7
unidades de glucosa). (b) Representacion sistematica de la cavidad en forma de anillo o cono

truncado y las regiones hidrofébicas e hidrofilicas?®.

En la Tabla 1.2 se describen algunas propiedades de las CDs y sus diferencias.
Los principales tipos de ciclodextrinas ya se menciond que presentan diferentes
propiedades quimicas pero la B-CD es la mas accesible econOmicamente en

comparacion con las otras y generalmente es la mas utilizada.
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Tabla 1.2. Caracteristicas quimicas de a, By y — CDs.

Propiedades®® a-CD B-CD y-CD
Numero de unidades de glucosa 6 7 8
Peso molecular / g mol*t 972 1135 1297
Solubilidad en agua /g dL1 25°C 14.5 1.85 23.2
[a]o 25°C 150+0.5 162.5+0.5 177.4+0.5
Diametro de la cavidad /A 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Altura del cono /A 79+0.1 79+0.1 7901
pKa (por potenciometria) 25°C 12.3 13.221,12.222 12.1

1.3 Complejos de Inclusién

La quimica supramolecular es una disciplina de la quimica que implica todas las
interacciones intermoleculares en las que no se establecen enlaces covalentes
entre las especies que interactian a través de muchas interacciones débiles entre

moléculas, iones o radicales?:22

Las CDs forman un tipo particular de compuestos denominados “complejos de
inclusion”, los cuales estan formados por una molécula llamada “huésped”, que
tipicamente se dice que se aloja en la cavidad de las CDs, que entonces se

consideran como “anfitrion”.

Para que pueda existir la formacién de los complejos de inclusion deben existir
interacciones como son las fuerzas de Van der Waals, interacciones hidrofébicas,
puentes de hidrégeno y efectos estéricos, por mencionar algunas, las cuales
provocan cambios importantes en las propiedades de las moléculas organicas
introducidas en las CDs, tales como aumentar su solubilidad, reactividad quimica,
conformacién estructural, entre otras®®. Por otra parte, las CDs en solucion
disminuyen la volatilidad del solvente. Por estas razones, las CDs tienen una gran
aplicacioén en la industria quimica, por ejemplo, en la industria farmacéutica se utiliza

como un sistema de liberacion y solubilizacion de farmacos, en la industria
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alimentaria como enmascarante de olores y sabores, en el area bioldgica para
mimetizar sitios activos de enzimas e imitar de algiin modo los mecanismos de
reconocimiento molecular que forman parte importante de los procesos bioquimicos

en la catalisis enzimatica que se lleva a cabo en los organismos vivos?“.

También se han utilizado las CDs en la fabricaciéon de biosensores, entre otras

aplicaciones?®.

Al interactuar la molécula huésped (G) con la molécula anfitrion (CD), reacciona
para formar los complejos de inclusion. La estequiometria mas comun de este tipo
de compuestos es la relacion 1G:1CD?%, sin embargo, existen evidencias de la
asociacién con 2G:1CD, 1G:2CD, 2G:2CD?728:29,

Algunos complejos de inclusién pueden ser aislados como sustancias cristalinas
estables. En disolucion, los complejos también se pueden estabilizar debido a las
multiples interacciones débiles anteriormente mencionadas3?3!, estableciendo un
equilibrio quimico entre las especies asociadas Gm(CD)n y las disociadas, G y CD,
mediante la constante de estabilidad de cada complejo formado (K), ecuacion 1.1:

mG+nCD -G, (CD),

_[G.(CD), ]

_ (1.1)
[c]"[coT

m:n

Las interacciones entre un huésped poco soluble y una CD en solucion acuosa

provocan algunos de los siguientes efectos:

v La concentracion o solubilidad del huésped en fase acuosa se incrementa
significativamente, por lo que es posible que a partir de huéspedes
ionizados o compuestos estabilizados por enlaces de hidrogeno podria
favorecerse el incremento de la solubilidad de los huéspedes por medio

de las CDs?32.

12



Las propiedades espectrales del huésped se modifican. Por ejemplo, los
desplazamientos quimicos de los &tomos se modifican en los espectros
de RMN.

También cuando los huéspedes que absorben luz se insertan en la
cavidad quiral de las CDs, la respuesta de la rotacion Optica (de las CDs)
muestra un fuerte efecto de Cotton inducidos en los espectros de
dicroismo circular.

A veces, la longitud de onda del maximo, de los espectros de UV-visible,
se desplaza en unidades o hasta en decenas de nanémetros.

La Fluorescencia de los huéspedes también tiende a incrementarse,
debido a que la molécula fluorescente se transfiere desde el medio
acuoso a un entorno apolar que lo hace mas rigido?L.

El huésped, anteriormente hidrofébico, se podria volver hidréfilo después
de la complejacion con las CDs; por lo que también se modifica su
movilidad cromatografica o la separacion quimica en medios polares y

apolares.

1.3.1 Complejos de inclusién entre MGF con algunos tipos de CDs

Para la formacion de complejos de inclusion las moléculas huésped deben tener

ciertas caracteristicas fisicas y quimicas, entre ellas esta ser una molécula con una

parte hidrofébica, asi que la variedad de moléculas huéspedes es muy amplia. La

inclusion de este tipo de moléculas puede ser total o parcial, dependiendo de las

fuerzas fisicoquimicas involucradas.

Estudios con diferentes moléculas organicas desde la perspectiva farmacoldgica,

dejan la puerta abierta para utilizar la mangiferina, misma para la que existen

algunos trabajos que estudian la formacion de complejos de inclusion con ciertos

tipos de CDs. A continuacién se presentan los mas relevantes:

v Yang y colaboradores, utilizaron derivados de [B-CD, 2-hidroxipropil-§-
ciclodextrina (HP-B-CD), sulfobutiléter-B-ciclodextrina (SBE-B-CD) y mono

13



(6-etilendiamino-6-dioxi-B-ciclodextrina (EN-B-CD), con la finalidad de
determinar la solubilidad y la estabilidad por métodos de espectroscopia
NMR de H, y de difraccion de rayos X (XRD). Ademas estimando una
estequiometria por calculos matematicos y aproximaciones graficas por el
meétodo variaciones continuas (0 método de Job) usando la técnica de

espectroscopia de Fluorescencia®s.

Huang y colaboradores, usaron un sistema de (3-CD sustituida con grupos
dietilo (DE-B-CD) y mangiferina (MGF) por la técnica de Fluorescencia,
proponiendo una estequiometria 1MGF:2DE-B-CD, y el uso de un
amortiguador a pH= 8 de H3BO3—KCI-NaOH. Con una aproximacion gréafica
del reciproco de la intensidad de Fluorescencia en funcion del inverso de la

concentracion de DE-B-CD34,

14



1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivos Generales

Determinar las constantes de formacion para complejos de inclusion formados entre

la BCD y la MGF’, en solucion acuosa, por técnicas espectrofotométricas.

1.4.2 Objetivos particulares

+ Determinar la estequiometria de MGF":BCD, por Espectrofotometria UV-

visible y por Fluorescencia, a un valor de pH impuesto (8.6).

Determinar las constantes de acidez condicionales del complejo de inclusion
con relacion molar 1:1, por Espectrofotometria UV-visible, con el uso del
programa computacional SQUAD. Utilizando un método robusto de tres

equilibrios.

+ Conocer la constante de inclusion para la formacion de complejos entre
mangiferina y BCD, usando el método reportado por Higuchi y Connors, por

medio del estudio del diagrama de solubilidad-fases.

15



CAPITULO 2

DETERMINACION ESTEQUIOMETRICA DE LA
FORMACION DEL COMPLEJO DE INCLUSION ENTRE LA
B-CICLODEXTRINA Y LA MANGIFERINA CON SU
CONSTANTE DE FORMACION
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CAPITULO 2.

DETERMINACION ESTEQUIOMETRICA DE LA FORMACION DEL COMPLEJO
DE INCLUSION ENTRE LA B-CICLODEXTRINA Y LA MANGIFERINA CON SU
CONSTANTE DE FORMACION

La determinacion de la estequiometria y las constantes de formacién de complejos
de inclusion entre mangiferina y B-ciclodextrina fue seguida por dos técnicas en
soluciones acuosas: la espectrofotometria UV-visible y la Fluorescencia. Con la
finalidad de tener evidencia de la formacién de complejos de inclusion, se trabajo
con soluciones en donde la concentracion de mangiferina se mantuvo fija, variando

la concentracion de BCD.

2.1. Preparacion de Soluciones

Se llevo a cabo la preparacion de una solucion de HsaMGF (Sigma-Aldrich, un
extracto), de 0.038 mM en 50 mL de agua desionizada; ajustando el valor de pH en
aproximadamente 8.600 + 0.001 con una solucion de NaOH (1 N, Baker) a

temperatura ambiente.

Posteriormente se prepardé una solucion de BCD (Sigma-Aldrich, 95 %), de
concentracion 0.01 M en 25 mL, con agua desionizada, del mismo modo ajustando

el valor de pH en 8.6.

2.1.1. Procedimiento experimental

A partir de las soluciones de HiMGF y BCD anteriormente descritas, se prepararon
diferentes soluciones donde se mantuvo fija la concentracion de mangiferina en 0.01
mM y en cada una se fue variando la concentracion de BCD en un intervalo de
6.00 x10* mM hasta 9.28 mM; cada mezcla se llevé a 10 mL con agua desionizada;
inmediatamente se coloc6 en un bafio de ultrasonido durante 45 min a temperatura

ambiente. Una vez transcurrido ese tiempo se verifico el valor de pH en 8.6 y en los

17



casos donde hubo cambios de aumento o disminucién del mismo se procedi6 al

ajuste con HCl y NaOH concentrados, respectivamente.

Posteriormente a cada solucion se le midio su espectro de absorcion UV-visible, en
un intervalo de 240 a 450 nm en un equipo Perkin ElImer Lambda 950 y por
Fluorescencia con un equipo Perkin Elmer LS 55, midiendo en esta ultima técnica
los espectros de excitacidon y emision a ciertas condiciones de Aemision Y Aexcitacién,

respectivamente.

El pH se midi6é con un equipo HACH senslON+ pH 31, equipado con un electrodo
combinado de vidrio con referencia externa de Ag/AgCl, que permite medir valores
de pH 0 a 14.

2.2 Resultados y discusion

Las constantes de inclusion pueden estudiarse a diferentes valores de pH, aunque
en este trabajo se presentan solamente los resultados obtenidos cuando el pH de
las soluciones es 8.6. En estas condiciones, la especie francamente predominante
(aproximadamente en un 70%) es la diprotonada: H2MGF?~ 1213, Es por eso que en

este capitulo 2 se define la especie generalizada, MGF” tal que:

[MGF'] = [HaMGF] + [HsMGF] + [HzMGF2] +[HMGF3] +[MGF4] ~ [H2MGF2].

2.2.1 Espectroscopia de Fluorescencia

La Espectroscopia de Fluorescencia es una herramienta poderosa para cuantificar
los sistemas moleculares del tipo huésped-anfitrion con alta sensibilidad y alta
selectividad, permitiendo con frecuencia medir concentraciones mucho mas bajas
que en el andlisis espectrofotométrico3®36, En la espectroscopia de Fluorescencia

se pueden obtener dos tipos de espectros, clasificados como de excitacién (que
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tiene el mismo perfil de un espectro de absorcion) y de emisién, para los cuales se
buscaron las condiciones apropiadas de trabajo. Para los espectros de excitacion
se colocd el monocromador de emision a una longitud de onda, Aem, de 530 nm,
abriendo las rendijas (slits) de excitacibn y emisibn a 5 nm, y variando el
monocromador de excitacion en el intervalo de 300 a 460 nm. En el caso de los
espectros de emision se hizo incidir luz de Aex=378 nm sobre la muestra, abriendo
también ambas rendijas a 5 nm y variando el monocromador de emision de 440 a
680 nm. Con estas condiciones se obtuvieron los espectros de Fluorescencia

descritos al inicio del capitulo que se muestran en la Figura 2.2.1.
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Figura 2.2.1. Aumento en los espectros de Fluorescencia al aumentar la concentraciéon de -CD”
desde 0 mM hasta 9.28 mM cuando [MGF'] = 1 x102 mM, a pH = 8.6. Las curvas en (a) presentan
los espectros de excitacién con Aem=530 Nm/5 nm de 300-460 nm. Las curvas en (b) representan

los espectros de emision a Aex=378 nm/5 nm de 440-680 nm.
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En la figura 2.2.1. se puede observar un aumento en la intensidad de Fluorescencia
conforme se fueron realizando adiciones de BCD. Esta tendencia fue igual tanto en
los espectros de excitacion como en los espectros de emision. Con esta informacion
se procede a realizar la construccion de los gréaficos de intensidad de Fluorescencia
en funcién de la concentracion total de BCD, tomando las longitudes de onda donde
se observa el maximo en la intensidad, para los espectros de excitacioén (en 384 nm)
y en los espectros de emisiéon (a 528 nm).

Comunmente, en el método de relaciones molares se construye la curva de
intensidad de Fluorescencia (0 la respuesta) en funciébn del cociente de
concentraciones de [BCD]/[MGF'], como se muestra en la Figura 2.2.2a. La curva
observada en dicha figura no tiene la forma esperada en donde se pueden encontrar
segmentos lineales en donde la interseccidn de dichos segmentos sefiala la relacion
estequiométrica de complejos de inclusion. Esto puede deberse a que hay varios
procesos involucrados correspondientes a reacciones muy poco cuantitativas, 1o
gque impide usar la curva mostrada en la figura 2.2.2.a para determinar la
estequiometria de los complejos formados. En el apéndice A de este trabajo se

muestra que en este caso la curva 2.2.2.b puede dar mayor informacion del sistema.

0.9 1.00 -

0.80 4
0.70 1
0.60 4
IF 0.50 1
0.40 4
0.3 l’ 0.30 4
0.2 0.20 4
0.1 0.10 9
0 0.00
0 100 200 300 400 500 600 700 800 200

[B-CD)/[MGF]

@) (b)

Figura 2.2.2. Curva de relaciones molares de intensidad de Fluorescencia como funcién del

10 20 30 40 50 &0 7.0 80 90 10.0
pCDtotal

cociente de concentraciones de [BCDJ/[MFG’] para Aex=378 nm y Aem=528 nm a pH = 8.6.
a) Representacion tipica de la curva de realciones molares. b) Curva de IF como funcién del
'IOg[CD]t0[a|.
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Dado que no es facil estimar las caracteristicas principales de los complejos de
inclusién formados a partir de curvas como las que se muestran en la figura 2.2.2.
se decidioé hacer un estudio similar al que se hace de los espectros de absorcion,

con los espectros de Fluorescencia.

Asi, con ayuda del algoritmo de andlisis de componentes principales (PCA por sus
siglas en inglés), se puede estimar el niumero de especies que presentan
Fluorescencia en el sistema (ver Apéndice B). Para aplicar el PCA se utilizo el

programa Minitab163.

Enla Tabla 2.1 y en la Figura 2.2.3 se muestran los resultados relevantes del PCA
para estimar el nimero de especies en el sistema que presentan diferente

capacidad de Fluorescencia.

Tabla 2.1. Porcentaje de varianza acumulada para los primeros componentes

principales, PC, obtenidos con el algoritmo de PCA3®,

PC
Espectros de 1 2 3
EMISION Porcentaje de | 99.6 | 100.0 | 100.0
EXCITACION | varianza acumulada | 78 100 100

. .z 0.3 4 . ez
Excitacion Emision
0.2 4
0.2

01 ] n h
0 'M\'\v‘ T 7 0 A 'l
300 350 400 450 490 0
-0.1 A -0.1
A (nm)

A (nm)

-0.2 -0.2 A

03 CP_1 CP_2 —CP_3 03 4 CP_1 -CP_2 —CP_3

(a) (b)

Figura 2.2.3. Gréfica de “loadings” en funcién de la longitud de onda obtenidos por PCA, para
espectros medidos por Fluorescencia. En (a) se muestran los loadings para espectros de
excitacion y en (b) son presentan los loadings para espectros de emision, que se encuentran en la
Figura 2.2.1.
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En la Tabla 2.1 se muestra que basta usar dos componentes para reconstruir el 100
% de la informacion relevante. Ademas en la Figura 2.2.3 se observa mucho ruido
a partir del tercer componente. Estos resultados se identifican con la presencia de

dos especies en el sistema con diferente capacidad de Fluorescencia.

2.2.3 Espectroscopia UV-visible

Para las soluciones cuya preparacion se describe en este capitulo se obtuvieron los
espectros de absorcion que se presentan en la Figura 2.2.4. A pesar de que los
espectros de absorcion no presentan cambios significativos en la absorbancia de la
solucion de MGF " sin 3-CD a la que contiene B-CD en exceso, solo se observa un

ligero desplazamiento a longitudes de onda mas cortas (hipsocrémico).

0.40 - [BCD] / mM

o

w

o
1

Absorbancia
=
N
o
1

0.10

0.00 T : : % -‘-.-:4<::':
240 290 340 390 440
A (nm)

Figura 2.2.4. Conjunto de espectros de absorcién en solucion acuosa a un valor de pH de 8.6,
medidos entre 240 nm - 450 nm.y concentraciones de MGF" a 1x10-2 mM con diferentes

concentraciones de 3-CD de 0 M hasta 9.28 mM.

Siguiendo con la metodologia usada en Fluorescencia, se construye el grafico de

absorbancia en funcién del cociente de concentraciones de [BCD)/[MGF],
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verificando que este método es poco cuantitativo para terminar su relacion molar
(Figura 2.2.5).
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0.20 r r r 0.20 T T T T "
0 200 400 600 1 2 3 4 5 6
[BCD]/[MGF] PCD oy
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Figura 2.2.5. Grafico de relaciones molares, donde en (a) se grafica absorbancia en funcién de
[BCD)/[MGF] y en (b) la curva de absorbancia en funcion de -log[BCDu.ta]. Ambas curvas son para

las soluciones de pH = 8.6 y a la longitud de onda de 388 nm.

Para este caso también se observa que no es posible determinar la estequiometria
con el método clasico de relaciones molares, pero es posible construir la grafica de
la Figura 2.2.5b.

Sin embargo, se puede realizar el analisis de componentes principales para
determinar el nUmero de especies presentes en el sistema que absorben diferente,
alimentando el programa Minitab16 con el conjunto de espectros de absorcidon

presentados en la Figura 2.2.4.

Tabla 2.2. Porcentaje de Varianza acumulada para la serie de espectros de

Espectroscopia por UV-visible

CP 1 2 3 4 5
Porcentaje de 75 95 99 99 100

varianza acumulada

Enla Tabla 2.2 y en la Figura 2.2.6 se presentan los resultados mas importantes del

estudio de PCA, aplicados a los espectros de absorciéon UV-visible.
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En la Tabla 2.2 se muestra el porcentaje de varianza acumulada para cinco
componentes, obteniéndose el 100 % a partir del quinto componente. Pero al ver la
grafica de “loadings” del PCA, Figura 2.2.6, se observa que a partir del cuarto
componente empieza a presentarse “ruido”. Debido a esto es posible decir que hay

al menos tres componentes que reconstruyen el 100 % de la informacion.

CP_1 -CP_2 —CP_3 -CP_4 —CP_5

Figura 2.2.6. Gréfica de “loadings” del Analisis de Componentes Principales para espectros de

absorcién del sistema MGF":8CD a un valor de pH de 8.6.

Debido a que la informacion de la grafica de “loadings” y la tabla 2.2, no es tan
concluyente, porque el nUmero de componentes que reconstruyen el 100 % de la
informacion relevante no coincide. Esto posiblemente se debe a que efecto de la B-
CD en los espectros de absorcidn es relativamente pequefio. Tomando en cuenta
ambos criterios del PCA, es posible proponer de 3 a 5 especies que absorben

diferente en el sistema.

2.3 Determinacion de constantes de formacidn y estequiometria

Dado que el niumero de especies presentes con informacion espectroscopica
diferente es mas concluyente en los espectros de fluorescencia que en los espectros
de absorcion, se decidi6é usar el programa SQUAD (que son las siglas de Stability

Quotients from Absorbance Data) 2%, para ajustar los espectros de fluorescencia y
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de absorcién. Aunque el programa no fue diseflado para refinar constantes de
equilibrio ajustando espectros de fluorescencia, en el apéndice C se explica la razén

por la cual esto es posible.

En SQUAD se consider6é un equilibrio porque de acuerdo al estudio de PCA se
obtuvieron 2 especies con diferente capacidad de fluorescencia, que es mas
concluyente que lo observado en absorcion, para ajustar los espectros
correspondientes. Debido a que no se conoce la estequiometria de dicho equilibrio
se probaron las relaciones molares reportadas en trabajos para complejos tipo

huésped — anfitrion, que se presentan en las Ecuaciones 2.1 a 2.3.

MGF +8CD — MGF’( 5CD) 2.1)
MGF'+28CD — MGF'( 5CD,) 2.2)
2MGF '+ /CD — (MGF"), ACD (2.3)

En la Tabla 2-3. se presentan los resultados obtenidos de log K para cada equilibrio
utilizado y para cada grupo de espectros, su correspondiente valor de incertidumbre

(desviacion estandar de la constante y desviacion estandar de la regresion).

Como se puede observar en la Tabla 2.3, en el caso de los espectros de
fluorescencia se puede concluir que el mejor modelo esta dado por la formacién del
complejo MGF'(BCD), ya que presenta un valor de la desviacion estandar de la
regresion mas bajo, tanto para los espectros de excitacion y los de emision. En el
caso de los espectros de absorcion el valor de la desviacion estandar de la regresion
para los tres casos, es del mismo orden de magnitud, como era de esperarse. Sin
embargo el valor de log K obtenido por absorcién para el complejo MGF (BCD) es
muy similar al obtenido por fluorescencia, por o que se concluye que este es el
mejor modelo que explica todos los resultados experimentales, mostrados en este

capitulo.
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Tabla 2.3. Modelos propuestos en el programa SQUAD para el calculo de

constantes de formacion de MGF" con BCD.

Modelo Equilibrio formal log Bi;j O'reg

Modelos para los espectros de excitacion

1 MGF +4CD — MGF'(pCD)  3.3747 + 0.0035 6.880

2 MGF'+2CD — MGF'(fCD), 6.7957 £ 0.0107 17.27

3 2MGF'+CD — (MGF"),5CD  8.1678 + 0.0083 11.79

Modelos para los espectros de emision

1 MGF +4CD — MGF'(SCD) 3.3702 £ 0.0031 6.959

2 MGF'+2CD — MGF'(f5CD), 6.7924 + 0.0084 15.63

3 2|\/|GF'+ﬂCD - (MGF')ZﬂCD 8.1599 £ 0.0072 11.79
Modelos para los espectros de absorcion

1 MGF '+ CD — MGF’(5CD) 3.4129 £+ 0.0304 6.542x103

2 MGF'+25CD — MGF'(4CD), 7.0321 +£0.0377 6.621 x10°

3 2MGF +4CD — (MGF'),)CD ~ 8.1811 +0.0406  6.671 x10°

Posteriormente, se realiz6 un ajuste con la hoja de calculo de Excel, cuya

construccion se explica en el apéndice A, para las curvas de las relaciones molares,

presentadas en las Figuras 2.2.2, y con los datos obtenidos por SQUAD para una

relacion molar de 1IMGF":1BCD.
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Figura 2.2.7. Curvas de Intensidad de Fluorescencia (IF) marcadores representan los datos
experimentales y la linea continua el ajuste con los datos refinados por SQUAD para el complejo
MGF ":BCD. Donde el (a) representa la curva de relaciones molares tipicas, el inserto es la
ampliacion de la curva para las relaciones molares de 0 a 8 y el (b) muestra el maximo de IF como
funcién de pCDiotal, PCD1otai=-10g [CD1otal] de B-CD, para los espectros de excitacion y de emision, a

un valor de pH = 8.6.

Los ajustes para los espectros de fluorescencia se muestran en la Figura 2.2.7,

utilizando los resultados de la Tabla 2.4 y los factores de respuesta
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correspondientes a las longitudes de onda de los maximos de excitacion y de

emision.
0.34 4 “ge o i
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Figura 2.2.8. Gréfica de absorbancia en funcion de menos el logaritmo de la concentracion total
BCD, tomados a un valor de pH = 8.6, donde los marcadores representan los datos experimentales

y la linea continua el ajuste con el valor de logf1:1 obtenido por SQUAD, a 388 nm.

Los ajustes para los espectros de absorcidbn se muestran en la Figura 2.2.8,
utilizando los resultados de la Tabla 2.4 y los coeficientes de absortividad molar

correspondientes a las longitudes de onda de 388 nm.
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A pesar de que la reaccion de formacion del complejo de inclusiébn es muy poco

cuantitativa, es posible realizar buenos de las curvas de relaciones molares con los

valores de las constantes de inclusién obtenidas por SQUAD, para el modelo

propuesto de un equilibrio con relacion molar 1:1.

Tabla 2.4. Valores de constantes de formacion de la especie MGF (BCD).

Técnica logBi:1 * Oconst Oreg**
Espectroscopia UV-visible 3.413 £ 0.030 6.542x103
Fluorescencia Excitacion 3.375 £ 0.004 6.880 x103
Emision 3.370 + 0.003 6.960 x103

*0 const= desviacion estandar sobre la constante

**owt=desviacion estandar total sobre las constantes
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2.4 Conclusiones

Se realizaron estudios espectrofotométricos UV-visible y Fluorescencia para la
formacién de complejos de inclusién entre MGF'(BCD) en medio acuoso a un pH
8.6. Los valores encontrados a través de ambos métodos fueron muy similares, lo
que enfatiza la confiabilidad de las constantes de complejacion. Ademas, ambos

casos confirman la formacion del complejo MGF"(BCD) con un log K1:1=3.4.

Como se menciono al inicio a un pH de 8.6 la especie que esta presente con una
mayor fraccién molar es H-.MGF? o también nombrada en este capitulo como MGF’,
presenta poca Fluorescencia segun los experimentos realizados, pero al estar
incluida en la cavidad de ciclodextrina muestra un efecto en el aumento de la
intensidad de Fluorescencia como se mostré6 en los espectros de emision y

excitacion al realizar adiciones de BCD a una cantidad fija de MGF".

Debido a su alta sensibilidad, selectividad y simplicidad instrumental, el método de
Fluorescencia se utilizé para investigar los fendmenos de complejos de inclusion y
determinar las constantes de formacion con valores de 3.413 £ 0.030, 3.375 £ 0.004,
3.370 * 0.003, por Espectroscopia UV-Visible, emision y excitacion por

Fluorescencia; respectivamente.
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CAPITULO 3

DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE
ACIDEZ CONDICIONALES POR
ESPECTROFOTOMETRIA UV-visible PARA
MANGIFERINA EN PRESENCIA DE B-
CICLODEXTRINA
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CAPITULO 3

DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ CONDICIONALES POR
ESPECTROFOTOMETRIA UV-visible PARA MANGIFERINA EN PRESENCIA DE
B-CICLODEXTRINA

La determinacion de las constantes de acidez condicionales de MGF en presencia
de BCD, se llevd a cabo en solucibn acuosa, donde se hizo un estudio
espectrofotométrico UV-Visible por medio de cambios de pH desde valores acidos
hacia basicos, para evidenciar la interaccion entre la [B-ciclodextrina y la

mangiferina, manteniendo fijas las concentraciones de ambos compuestos.

3.1. Preparacion de soluciones

Las concentraciones de usadas en este capitulo para la determinacion de
constantes de acidez condicionales fueron para mangiferina 4.8 x 10° M y para -
ciclodrextrina se utilizaron diferentes niveles de concentracién: 1 mMy 10 mM. Los
experimentos se llevaron a cabo a temperatura constante de 25.0 £ 0.5 °C, en medio

acuoso.

3.1.1 Procedimiento experimental

Para la valoracién se utiliza una solucién de HCI para ajustar el pH inicial en 3.6,
posteriormente se fue adicionando diferentes volumenes de una solucion
concentrada de NaOH, variando el pH con cambios no mayores de 0.3 unidades,
en un intervalo de 3.6 < pH < 12.5. La mezcla fue colocada en un bafio térmico con
una celda termostatada a una temperatura de 25.0 £ 0.5 °C mediante el uso de un

termorregulador Lauda Brinkmann ecoline RE 106, manteniendo en agitacion
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constante. Para cada cambio de pH se registré la medicién del espectro de

absorcién dentro de un intervalo de 240 a 500 nm.

Los espectros de absorcion se determinaron con un espectrofotometro Perkin-Elmer
Lambda 950. Las muestras se colocaron en una celda de cuarzo con una longitud
de paso oOptico de 1.0 cm, usando como blanco agua y asi generar la linea base.

Las mediciones de pH se hicieron con un potenciémetro HACH modelo sensION+
pH31 equipado con un electrodo combinado de vidrio con referencia externa de
Ag/AgCI, que permite medir valores de pH desde 0 hasta 14, el electrodo fue

calibrado con un buffer a un valor de pH 7.

En el analisis de resultados se corrigieron los valores de concentracion segun el
efecto de dilucién alcanzado, aunque ésta se cuida que sea <10 % del volumen total
de la solucion; los valores de pH también son corregidos de acuerdo a la siguiente

ecuacion40:

pHcaI - pHexp ] Ef

pHcorr = pHex +[
P pHcaI

(3.1)
donde el pHcorr = pH corregido, pHexp = pH medido experimentalmente, pHca = pH
de calibracion del electrodo de vidrio, Ef = Eficiencia electromotriz del electrodo de

vidrio.

Con el programa computacional SQUAD se obtuvieron las constantes de acidez
condicionales, para ser utilizadas en el ajuste de absorbancia como funcion del pH

a diferentes longitudes de onda.
El ajuste se llevo a cabo de la siguiente manera:

Se construye un modelo en una hoja de Excel que toma en cuenta las fracciones
molares como pesos estadisticos de la absorbancia y los coeficientes de

absortividad molar obtenidos por SQUAD.

La Espectroscopia requiere de las leyes de Beer y de aditividad para determinar la

absorbancia de las especies quimicas presentes. Donde la respuesta a una
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perturbacion presenta un comportamiento lineal con respecto a las concentraciones
de las especies que lo producen. Debido a esto es posible predecir los valores de
constantes de equilibrio utilizando estas leyes, graficando la respuesta
(absorbancia) como funcion de la longitud de onda para diferentes concentraciones

de las especies del sistema que presentan absorcion de luz.

3.2 Resultados y discusion

Si la pB-ciclodextrina interacciona con la mangiferina, un aumento en la
concentracion de la - ciclodextrina debe afectar a las propiedades acido - base de

las especies de la mangiferina.

Sila BCD se encuentra en mucho mayor concentracion que la mangiferina, se puede
decir que la concentracion de BCD es constante en el sistema. Es entonces que se
pueden definir especies generalizadas a través de la interaccion con BCD vy
relacionarlas por medio de equilibrios generalizados cuyas constantes
condicionales s6lo dependen de la concentracion de BCD, como se demuestra en

el método de especies y equilibrios generalizados*!.

Para este trabajo y en este capitulo se pueden definir las especies generalizadas

de la mangiferina en las ecuaciones 3.2 a la 3.6.

H,MGF' = H,MGF +H,MGF (CD)+H,MGF (5CD), +... (3.2)
H,MGF' = H,MGF " + H,MGF ( fCD) + H,MGF ( fCD), +... (3.3)
H,MGF' = H,MGF?* +H,MGF (fCD)" +H,MGF (fCD). +.. (3.4)
HMGF' = HMGF* + HMGF (CD)” + HMGF ( 5CD); +... (3.5)
MGF’ = MGF* + MGF (#CD)" +MGF (5CD), +... (3.6)
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Estas especies generalizadas pueden intercambiar protones a través, por ejemplo,
de los equilibrios generalizados de acidez, descritos en las ecuaciones (3.7) a la
(3.10).

[HSMGFj[H+]

H,MGF'=H,MGF'+H"* con K/ = Ve (3.7)
[H,MGF'][H" ]
H,MGF'=H,MGF'+H* con K/, = (3.8)
[H,MGF']
[HMGF'][H" |
H,MGF'=HMGF'+H* con K/, = (3.9)
[H,MGF']
[MGF'|[H"]
HMGF'=MGF'+H* con K/, =-——-—4 (3.10)
[HMGF']

En el apéndice D se muestra como las constantes de mangiferina dependen de la

concentracion de BCD.

Para estudiar el efecto de la BCD sobre la mangiferina, en los experimentos
descritos en este capitulo se utilizaron dos diferentes concentraciones de BCD:
I1mMy 10 mM.

3.2.1 Determinacion de espectros de absorcion de la mangiferina con
[BCD] =1 mM

Para la determinacion de las constantes condicionales de acidez se registraron los
espectros obtenidos por las mediciones realizadas por Espectroscopia UV-visible,
obteniendo para la valoracion acido-base un minimo de 54 espectros de absorcion,
algunos de los cuales se muestran en la Figura 3.2.1, con el objeto de mostrar el

comportamiento espectral dentro del intervalo de pH de interés.
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Figura 3.2.1. Espectros de absorcion de la valoracion para la interaccion de mangiferina 4.8x10> M
y B-CD 1mM, dentro de un intervalo de 3.515 < pH < 12.417.

En estos resultados no se observd ningun cambio espectral entre 3.5 < pH < 5.0,
ademas en el intervalo de 500 nm < A < 750 nm la absorbancia es cero. Se hace
notar la presencia de 4 puntos isosbésticos en 250, 268, 320 y 409 nm indicando la
presencia de los equilibrios acido-base y cuatro bandas de absorbancia maxima
representativas en 244, 258, 320 y 367 nm para los espectros medidos en valores
de pH acidos.

A medida que el pH aumenta, los maximos relevantes presentan un efecto
hipercromico y batocrémico, la banda inicial en 367 nm se va recorriendo a
longitudes de onda mas grandes, observandose una coloracion amarilla que se va

incrementando en la solucién conforme aumenta el pH.

Con la informacion de los resultados de los espectros de absorcion se construyen
las curvas de absorbancia en funcion del pH que se presentan en la Figura 3.2.2,

para cada longitud de onda de las bandas principales en medio acido.
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Figura 3.2.2. Gréficas de Absorbancia en funcién del pH, a partir de la valoracién de mangiferina

en presencia de BCD 1 mM. A los valores de longitud de onda representativos en Ama= 258 (°), 318

(A), 366 (0), 390 (+) nm.

En la Figura 3.2.2, se construyen los graficos de absorbancia en funcién del pH,
para las bandas de absorcion que presentan maximos a una longitud de onda
especifica. Dichas curvas presentan tendencias sigmoidales, lo cual es indicativo
de la presencia de varios equilibrios generalizados de acidez para las diferentes
especies de mangiferina, a [BCD] = 1 mM; ademas cada cambio de pendiente o
punto de inflexion indica la aproximacién para estimar los valores de las constantes

condicionales de acidez.

3.2.2 Determinacion de constantes de acidez condicionales de la mangiferina
con el programa SQUAD para [BCD] =1 mM

A partir de los resultados espectrofotométricos y los valores de pH correspondientes
se alimenta el programa computacional SQUAD para ejecutar el refinamiento de las

constantes condicionales de acidez.
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Experimentalmente se obtienen 54 espectros de absorcion por cada valor de pH
corregido con la ecuacion 3.1 y medidos dentro del intervalo de longitudes de onda
de 240 — 500 nm con incrementos de 2 nm, con esta informacion se alimenta el
software SQUAD, considerando un modelo quimico con cuatro equilibrios

generalizados de formacion global de MGF con H*.

Los resultados obtenidos para las constantes condicionales de formacion se

muestran en la Tabla 3.1, con su valor en la desviacion estandar.

Tabla 3.1. Constantes condicionales de formacion globales de la mangiferina en

presencia de -ciclodextrina 1 mM obtenidas con el programa SQUAD.

Equilibrio generalizado ]
., log B'i £ Oconst
de formacion global

MGF +H* = HMGF~ log '1=12.420 + 0.048

MGF +2H* =H,MGF"  log B"2= 21.608 + 0.047
MGF +3H* =H,MGF"  log B"3=29.236 + 0.043

MGF +4H" =H,MGF"  log p’4=35.363 + 0.004

Oconst= desviacion estandar sobre la constante;
owt=desviacion estandar total de la regresion = 8.58x10-3

Por otra parte, en la Figura 3.2.3 se muestran los coeficientes de absortividad molar
obtenidos por SQUAD con sus respectivas desviaciones estandar para las 5
especies generalizadas de mangiferina en presencia de 3-ciclodextrina, por ejemplo
para la especie MGF" se observan 5 maximos representativos en 242, 254, 282,

346 y 424 nm, asi como también la formacion de puntos isosbésticos.
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Figura 3.2.3 Coeficientes de absortividad molar de las diferentes especies de mangiferina
(4.8x10° M) en presencia de B-ciclodextrina (1mM) en el intervalo de 3.515 < pH < 12.417.

3.2.3 Comparacion de los resultados para la mangiferina en ausencia de gCD
y para [fCD]=1 mM

Mediante el uso de una hoja de calculo de Excel se construy6 el modelo teérico que
toma en cuenta las fracciones molares de cada especie generalizada de
mangiferina, sus coeficientes de absortividad molar (determinados con SQUAD), las
concentraciones totales de los componentes, las leyes de Beer y de aditividad. Esto
permite analizar si posible ajustar los datos experimentales con el modelo refinado
por SQUAD.

En la Figura 3.2.4 se grafica la absorbancia en funcién del pH a las diferentes
longitudes de onda representativas en el conjunto de espectros de absorcién de la

Figura 3.2.1. El ajuste del modelo a los datos se representa con la linea continua.

Esto confirma que, el modelo propuesto en SQUAD, de 5 especies generalizadas y
4 valores de pKa's sigue la misma tendencia que la tendencia observada en los
experimentos, pero que en valores de pH mayores de 8 presenta una mayor
desviacion en algunas longitudes de onda. Esto demuestra la formacién de los

complejos de inclusion con diferentes especies de la mangiferina y la BCD.
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Figura 3.2.4. Ajuste de las curvas de absorbancia en funcion del valor de pH para diferentes
longitudes de onda (258nm, 318nm 366nm y 390nm). Los marcadores representan los datos

experimentales y la linea continua indica el ajuste con el modelo.

De acuerdo a Gomez-Zaleta y col., los valores de pKa para las diferentes especies
de la mangiferina son: pKa1=6.52 + 0.06, pKa2=7.97 = 0.06, pKa3=9.44 + 0.04,
pKas=12.10 + 0.01. Estos datos se comparan con los valores obtenidos de pKa
condicionales, en presencia de BCD 1 mM (ver Tabla 3.2.) En el apéndice E se
explica cdmo es que se obtienen estos valores a partir de los presentados en la
Tabla 3.1.
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Tabla 3.2. Valores de pKa de especies de mangiferina y de pKa" de especies

generalizadas de mangiferina en presencia de B-ciclodextrina 1 mM.

Equilibrio generalizado de .
' Valor reportado*? Experimental
acidez

H,MGF'= H,MGF'+H" pKa1=6.52 + 0.06 pK a1 = 6.127 + 0.043
HSMGF’: HZMGF’+H+ pKa2=7.97 + 0.06 pK a2 = 7.629 + 0.064
H,MGF = HMGF +H* pKa3=9.44 + 0.04 pK'az=9.187 + 0.067

HMGE = MGE'+H*  PKa=12.10£0.01  pK'as=12.421 +0.048

Para poder hacer una comparacion mas clara que la que puede hacerse al analizar
solamente los valores que se presentan en la tabla 3.2, se muestra el diagrama de
distribucion de las especies de mangiferina como funcién del pH, en la Figura 3.2.5.
En este diagrama se grafican las fracciones molares de las especies de mangiferina
(f) como una funcion del pH. Una discusion acerca de la construccion e

interpretacion de este diagrama de distribucién se discute en el apéndice F.

En la Tabla 3.2 y en el diagrama de la Figura 3.2.5. se observa que las los valores
de pK'a1, pK'a2 y pK'a3, a [BCD] = 1 mM, se hacen aproximadamente 0.3 unidades
mas pequefios que los valores correspondientes (en ausencia de BCD). Pero ocurre
lo contrario al valor de pK'a4, con respecto al valor de pKas. ESto podria deberse a
que los complejos de inclusion de BCD con las especies HsMGF-, H2MGF?,

HMGF?3-, son mas estables que con las especies HiMGF, MGF*-,

Tal vez el cambio més notorio en la Figura 3.2.5 es que la especie HMGF" aumenta
su zona de predominio en presencia de BCD 1 mM con respecto al que presenta

cuando no hay BCD en el sistema.
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Figura 3.2.5. Diagrama de distribucion de especies, para sistemas de mangiferina.

En linea continua se representan las especies correspondientes al sistema de la mangiferina, en
tanto que las fracciones del sistema de la mangiferina en presencia de la BCD se identifican por los
marcadores. En (rojo) se representa HiMGF, en (azul) HsMGF’, en (negro) H.MGF’, en (violeta)
HMGF" y en (magenta) MGF".

Se efectu6 una comparacion de los coeficientes de absortividad molar de cada
especie de la mangiferina. El Figura 3.2.6. se muestran las curvas de los
coeficientes de absortividad molar donde se observa que las especies HiMGF,
HsMGF, H2MGF” y HMGF no tienen cambios significativos con respecto a los
coeficientes de las especies sin BCD. La especie MGF es la que presenta un gran
aumento en el coeficiente de absortividad molar. Este comportamiento se puede
deber a que el complejo de inclusién de MGF* con BCD muestre interacciones
especificas sobre el grupo croméforo, y que esto no ocurra asi para las otras

especies de mangiferina.
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Figura 3.2.6. Coeficientes de absortividad molar obtenidos por SQUAD en la variacion de pH, para

las especies de mangiferina sin SCD (linea continua) y las especies generalizadas de mangiferina,

para [fCD] = 1 mM (marcadores).
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3.2.4 Determinacion de espectros de absorcion de la mangiferina con
[fCD] = 10 mM

Para verificar que las constantes condicionales de acidez de mangiferina dependen
de la concentracion de 3-ciclodextrina, se realiz6 una segunda prueba a las mismas
condiciones de concentracion para la mangiferina (4x10° M), Unicamente
aumentando la concentracién de BCD a 10 mM, pero siguiendo la metodologia del
experimento anterior. Los espectros de absorcion determinados en estos
experimentos se muestran en la Figura 3.2.7. Se adquirieron 45 espectros de
absorcion, dentro de un intervalo de pH de 3.586 < pH < 12.326 y donde se observa
qgue a la longitud de onda de 435 nm aparece un hombro, mismo que se puede
relacionar con la formacién de la especie completamente desprotonada MGF#, a

valores mas grandes de pH que para [BCD] =1 mM (ver Figura 3.2.1) o en ausencia

de BCD.

Absorbancia

220 270 320 370 420 470
A (nm)

Figura 3.2.7. Espectros de absorcién para la valoraciéon entre la interaccion entre mangiferina
(4.0x10° M) y B-CD (10 mM), medidos dentro del intervalo de 3.586 < pH < 12.326.
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En estos experimentos tampoco se observé cambio espectral entre 3.5 < pH < 5.0.
Se hace notar la presencia de cuatro bandas de absorbancia maxima
representativas en 242, 258, 318 y 366 nm para los espectros obtenidos en valores

de pH acidos.

A medida que el pH aumenta, los maximos relevantes presentan un efecto
hipercromico seguido de un corrimiento batocromico, principalmente para la banda
inicial en 367 nm hasta llegar a un pH = 9.5, para seguir con la disminucioén en la

absorbancia hasta valores muy basicos de pH.

En la Figura 3.2.8 se muestran las curvas de absorbancia en funcion del pH,
tomando en cuenta las longitudes de onda significativas en los valores maximos de

absorbancia para el conjunto de espectros de la Figura 3.2.7.
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Figura 3.2.8. Gréficas de absorbancia en funcién del pH, a partir de la variacién del pH de
mangiferina 4x10° M en presencia de SCD 10 mM, para las Amax= 258 (=), 318 (A ), 366 (0), 390 (*)

nm.

En cada curva de la Figura 3.2.8 se pueden observar cambios de pendiente que se

deben a diferentes valores de pK'a para cada equilibrio generalizado de acidez.
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3.2.5 Determinacion de constantes de acidez condicionales de la mangiferina
con el programa SQUAD para [fCD] = 10 mM

Experimentalmente se obtuvieron 45 espectros de absorcion por cada valor de pH
corregido con la ecuacion 3.1 y medidos dentro del intervalo de longitudes de onda
de 240 — 500 nm con incrementos de 2 nm, con esta informacion se alimenta el
programa SQUAD. Utilizando el mismo modelo de cuatro equilibrios generalizados,

que en el caso anterior.

Los resultados de los valores de las constantes condicionales de formacion global,

obtenidos por SQUAD, se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Constantes condicionales de formacioén global de mangiferina en

presencia de f3-ciclodextrina 10 mM, obtenidas con el programa SQUAD.

Equilibrio generalizado de )
» log B'i £ Oconst
formacion global

MGF +H " = HMGF~ log B"1=12.714 + 0.005
MGF +2H" = H,MGF’ log 2= 23.583 + 0.040
MGF +3H" = H,MGF’ log B'3=31.299 + 0.041
MGF +4H" = H,MGF’ log B’ = 35.156 + 0.042

Oconst= desviacion estandar sobre la constante;
owt=desviacion estandar total sobre la regresion = 6.38 x102

Con SQUAD también es posible obtener los coeficientes de absortividad molar,
como ya fue mostrado anteriormente, para cada especie generalizada presente en
el sistema; asi como los cambios que tuvo al aumentar la concentracion de B-CD.
Asi, en la Figura 3.2.9 se muestran los coeficientes de absortividad molar con sus
respectivas desviaciones estandar para las 5 especies generalizadas de

mangiferina, con B-ciclodextrina 10 mM. Se puede ver, por ejemplo, que para la
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especie MGF" se observan 5 maximos representativos en 242, 254, 282, 344y 418
nm. En el caso de las especies HMGF’, H2MGF', HsMGF" y HiMGF'los cambios

son menos importantes.

5.0E+04

H(MGF)

4.0E+04

L H,(MGF)’
3.0E+04 /f

2.0E+04

€ (Lmoltcm?)

1.0E+04 -

0.0E+00 ‘ : T
220 320 420

Figura 3.2.9. Coeficientes de absortividad molar de las diferentes especies generalizadas de

mangiferina en presencia de SCD a 10 mM, obtenidos por SQUAD en el intervalo de

3.586 < pH < 12.326.

3.2.6 Comparacion de los resultados para la mangiferina en ausencia de gCD
y para [fCD]=10 mM

Por medio del uso de una hoja de calculo de Excel se construye el modelo teérico
como se describio anteriormente, ahora tomando los nuevos valores de las
constantes condicionales de formacion para una concentracion de pCD = 10 mM,
para poder ajustar los datos experimentales con los resultados obtenidos por
SQUAD.
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En la Figura 3.2.10 se muestran las graficas de absorbancia en funcién del pH a las
diferentes longitudes de onda representativas para el conjunto de espectros de

absorcién de la Figura 3.2.7. y su ajuste representado con la linea continua.
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Figura 3.2.10. Ajuste de las curvas de absorbancia en funcién del valor de pH representado para
diferentes longitudes de onda (258nm, 318nm 366nm y 390nm), donde los marcadores

representan los datos experimentales y la linea continua indica el ajuste.

El ajuste de estas curvas es todavia mejor que el observado en la Figura 3.2.4 (a
[BCD] = 1 mM). Esto confirma que el modelo propuesto en SQUAD, de 5 especies
y 4 valores de log B’ sigue la misma tendencia que marcan las curvas

experimentales.

Una vez que se tiene el refinamiento para el valor de las contantes condicionales de
formacion global, con el programa SQUAD y mediante el uso de la ley de Hess, se

pueden obtener los valores de las constantes condicionales de acidez (pK’ai) para
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cada equilibrio de las especies HiIMGF’, HsMGF’, H.MGF’, HMGF’, MGF’ con la
concentracion de BCD impuesta 10 mM. Dichos resultados se muestran en la Tabla
3.4 y el diagrama de distribucion de las especies generalizadas de la mangiferina

en funcion del pH se muestra en la Figura 3.2.11.

Tabla 3.4. Valores de pKa de especies de mangiferina y de pKa" de especies

generalizadas de mangiferina en presencia de B-ciclodextrina 10 mM.

Equilibrio generalizado de

_ Valor reportado*? Experimental
acidez
H,MGF'= H,MGF +H" PKa1=6.52+0.06  pK'a1=5.857 + 0.059
H,MGF = H,MGF +H* pKa2=7.97 £ 0.06 pK'az =7.716 + 0.057
H,MGF = HMGF +H"* PKa3=9.44 + 0.04 pK'az = 10.869 + 0.040
HMGFE = MGF +H* pKaa=12.10 +0.01  pK’as= 12.714+ 0.005

En la Figura 3.2.11 se muestra el diagrama de distribucion de las especies
generalizadas de mangiferina con [BCD]=10 mM. En dicha figura se representan
con marcadores las fracciones de las especies generalizadas, en tanto que en linea
continua se representan las fracciones de las especies de mangiferina en ausencia

de BCD, reportados en la literatura®?.

1.2 -

10 H,MGF"  H,MGF" H,MGF" HMGF  MGF

0.8 -
0.6 A
0.4 A

Fraccion molar

0.2 -~

Figura 3.2.11. Diagrama de distribucién de especies, para sistemas de mangiferina.
En linea continua se representan las especies correspondientes al sistema de la mangiferina, en
ausencia de SCD, en tanto que las fracciones de las especies generalizadas de mangiferina en
presencia de la BCD a 10 mM, se representan con marcadores.
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Los valores de pK'a1y pK"a2z mostraron una disminucion con respecto a pKaiy pKaz,
en el caso de los valores de pK a3y pK a4 presentaron un aumento en comparacion
con los valores reportados en la literatura. Esto ocasiona que la especie H2MGF’
aumente significativamente su fraccion molar (con respecto a lo que se observa en

ausencia de BCD) y el intervalo de predominio de pH esta especie.

En la Figura 3.2.11. se puede visualizar que la concentracion presente de BCD, tiene
un efecto en el cambio de las constantes de acidez de la mangiferina, con respecto
a lo observado en la Figura 3.2.5. Debido a esto es posible afirmar que las
constantes condicionales de acidez de las especies de la mangiferina dependen de
la concentracion de BCD, con lo que se pone en evidencia que, practicamente, todas
las especies de la mangiferina forman complejos de inclusion con la BCD y que, al
parecer, los mas estables son los que corresponden a los anfolitos (HsMGF-,
H2MGF?~ y HMGF?-).

Finalmente, en la Figura 3.2.12, se comparan los coeficientes de absortividad molar
de las especies de mangiferina en ausencia de BCD (linea continua) y los de las

especies generalizadas de mangiferina con BCD 10 mM (marcadores).

Las diferencias que se presentan en los desplazamientos hacia longitudes de onda
menores de las especies mangiferina con 3CD son mayores en la Figura 3.2.12 con
respecto a los observados en la Figura 3.2.6. Esto se puede interpretar como un
aumento en las interacciones que hay entre las especies de la mangiferina con BCD

conforme aumenta su concentracion.

Como se ha demostrado que al aumentar la concentracion de BCD se ven mayores
cambios en los valores de pK’a de la diferentes especies generalizadas de la
mangiferina, la inclusién de las especies de mangiferina en la cavidad de la BCD
debe hacerse por el grupo xantona. Es asi que, en la Figura 3.2.12, se presenta una
posible estructura quimica del complejo de inclusion para la especie HiIMGF(BCD).
Si, por el contrario, el grupo glucosidico se incluyera en la cavidad de la BCD; se
esperaria observar practicamente los mismos valores de constantes de acidez para
la mangiferina en presencia de BCD.
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Figura 3.2.12. Coeficientes de absortividad molar para cada especie generalizada de mangiferina.

Con linea continua se representan los coeficientes de las especies en ausencia de 8-CD, y con

marcadores se representan los coeficientes de las especies generalizadas cuando se ha impuesto

[8-CD] = 10 M.
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Figura 3.2.13. Posible estructura quimica del complejo de inclusion, propuesta debida a los valores
de las constantes condicionales de acidez para la especie HiMGF(BCD), que se lleva a cabo por el

grupo xantona hacia el interior de la BCD, y por el lado mas amplio.

3.3. Conclusiones

Se determinaron los cuatro valores de pKa“ de la mangiferina a dos concentraciones
impuestas de B-ciclodextrina en el sistema (1 mM y 10 mM), en medio acuoso y por
Espectroscopia UV-visible. Estos valores se compararon con los valores reportados

en la literatura'? para la mangiferina.

Se encontré que el comportamiento el efecto de la B-ciclodextrina sobre la acidez
de las especies de la mangiferina es tal que se estabilizan los anfolitos del sistema,
sobre todo el H-:MGF?-.

Debido a que los cambios en los valores de las constantes condicionales de acidez
de las especies de la mangiferina es mayor al aumentar la concentracion de la CD,
es posible afirmar que la formacion de los complejos se lleva a cabo por la inclusién

de la xantona hacia ciclodextrina y no por el grupo glucosidico.
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CAPITULO 4

DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE
INCLUSION DEL COMPLEJO MANGIFERINA/ B-
CICLODEXTRINA POR EL METODO DE HIGUCHI-
CONNORS
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CAPITULO 4.

DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE INCLUSION DEL COMPLEJO
MANGIFERINA/ B-CICLODEXTRINA POR EL METODO DE HIGUCHI-CONNORS

Este capitulo explica la determinacion de la constante de inclusiéon por el método de
diagrama de fases propuesto por Higuchi y Connors,*?, 43, con el fin de evidenciar
que la B-CD mejora la solubilidad de la Mangiferina en solucion acuosa. Como se
indic6 en el Capitulo 1, la baja solubilidad es un problema si se quiere administrar

la mangiferina como complemento alimenticio o como farmaco por via oral.

4.1. Preparacion de Soluciones

Se llevé a cabo la preparacién de diferentes soluciones de BCD (Sigma-Aldrich,
95%), entre 0 - 0.01633 M en 10 mL de agua desionizada; posteriormente a cada
solucién se le adiciond una cantidad de HaMGF, pesada con exactitud y precision,
gue asegurara soluciones saturadas de mangiferina, sabiendo que el valor

reportado de solubilidad de mangiferina en agua es de 0.111 mg / mL4445,

4.1.1 Procedimiento experimental

Las soluciones preparadas se colocan en agitacion constante por 24 horas a
temperatura ambiente, pasado este intervalo de tiempo las soluciones se filtran
usando una membrana de nylon de 0.45 um, Merck Millipore. A continuacion los
filtros tarados, con el residuo, son secados en estufa y pesados para obtener la
cantidad disuelta de mangiferina por diferencia de pesos. Finalmente cada solucién

es medida por Polarimetria, espectrofotometria UV-visible y el valor de pH.
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Los valores de pH de las soluciones se midieron con un potenciéometro HACH
equipado con un electrodo de Ag/AgCl, dando en todos los casos un valor de pH
dentro del intervalo de 4.6< pH <5.4.

En Polarimetria se utilizé un polarimetro MCP 350 de la marca Anton Paar, equipado
con una celda de 100 mm con control de temperatura a (25.0 £ 0.5) °C, mediante
un sistema Peltier, y una lampara de tungsteno con dos filtros longitud de onda, de
325y 589 nm. En este trabajo se determiné el angulo de rotacion, o rotacion éptica,

a la longitud de onda de la linea D del sodio (589 nm).

Los espectros de absorcion se midieron con un equipo Perkin Elmer Lambda 950,

equipado con una celda de cuarzo con paso optico de 1 cm, de 250 — 450 nm.

4.2 Resultados y discusion

Muchos estudios indican que las ciclodextrinas pueden mejorar la solubilidad de
sustancias organicas poco solubles en agua®#*’ al formarse complejos de
inclusign#849:50,51,52.53,54 En estos trabajos utilizan el método propuesto por Higuchi-
Connors*243, descrito en el apéndice G, para determinar la constante de inclusion
de un complejo formado, basado en un diagrama de solubilidad-fases,
([Go] = f([BCD]) de soluciones saturadas y usando la ecuacién 4.1, que es para la

formacion de complejos tipo G(CD).

a

K,=—"
11 Go(l—a)

(4.1)

donde [G]o representa la solubilidad del huésped en ausencia de BCD y a indica la

pendiente de la recta obtenida en el diagrama de solubilidad, en el caso que dicho

diagrama tenga tendencia lineal.

En este capitulo el huésped es la especie HiMGF, porque en el intervalo de pH
trabajado entre 4.6< pH <5.4, es la especies predominante.
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En la Tabla 4.1, se presentan los resultados de la solubilidad de mangiferina en

presencia de 3-CD.

Tabla 4.1. Resultados experimentales de solubilidad de mangiferina en presencia

de BCD.
Soluciones | MHMGFY/g | m(HamcFyig | MHMEFYE | merym —
(inicial) (soluble) (insoluble) | (soluble)

1 0.00340 0.00126 0.00214 0.000298 0
2 0.00462 0.00186 0.00276 0.000440 | 0.0019
3 0.00680 0.00329 0.00351 0.000779 | 0.0054
4 0.00868 0.00447 0.00421 0.001058 | 0.0091
5 0.00980 0.00533 0.00447 0.001262 | 0.0110
6 0.01311 0.00790 0.00521 0.001871 | 0.0145

Con la informacién de la Tabla 4.1 se construye el diagrama de solubilidad-fases,

presentado en la Figura 4.1.

0.0016 -
0.0014 -
0.0012 -
0.0010 -

s

=~ 0.0008 -

G

S 0.0006 -

£.0.0004 -

0.0002 -

0.0000

0.000

0.005

0.010

[BCD] / M

0.015

Figura 4.2.1 Diagrama de solubilidad-fases de HiMGF" con la presencia de diferentes

concentraciones de $-CD dentro de un intervalo de 0 - 0.01 M.
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La grafica de la Figura 4.2.1 presenta una tendencia claramente lineal; representada

con la ecuacion 4.2:

[H,MGF ] =0.089221[ 3 CD] +0.000285 (4.2)

con un coeficiente de correlacion de 0.997989. Es por ello que se puede considerar
como un diagrama de tipo A, de acuerdo a la clasificacién de Higuchi y Connors*?;
lo que implica la formacién de complejos de inclusién que aumentan la solubilidad
de la mangiferina con posibles estequiometrias HiMGF(BCD), (HaMGF)2(BCD),...,
(HiMGF)m(BCD).

En este caso se supone la formacion del complejo HaMGF(BCD), debido a que,
como se mostro en el capitulo 2 a pH 8.6 el complejo HMGF(BCD),
aproximadamente, es el que mejor explica los resultados espectrofotométricamente

medidos.

Con esta informacion se puede determinar el valor de la constante de inclusién para
el complejo HaMGF(BCD), sustituyendo la pendiente y ordenada al origen de la

ecuacion 4.2 en la ecuacion 4.1, muestra.

y ) o B 0.089221
HiMERPD) T TH MGF], (1-)  (0.000285)(1—0.089221)

=343.723

La BCD es una molécula que por Espectroscopia UV-visible no puede ser
cuantificada ya que no presenta absorcion en la region visible y muy poca absorcién
en la region ultravioleta (cercana a los 200 nm), pero si cuenta con la propiedad de
ser Opticamente activa y la mangiferina podria serlo también debido a su grupo
glucosidico sustituido (aunque su capacidad para rotar el plano de la luz polarizada
plana es pequeia). Por lo tanto, es posible medir la rotacion Optica de las soluciones

preparadas, donde los resultados se muestran en la Figura 4.2.2.
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Figura 4.2.2 Angulo de rotacion en funcion de la concentracion de B-CD, a 589 nm. En negro se
muestra la curva de fCD sin mangiferina y en rojo la curva de las soluciones saturadas de

mangiferina con SCD.

La Figura 4.2.2 muestra el efecto de mangiferina incluida en la BCD sobre la rotacién
Optica de esta ultima; aunque, como se puede ver, este efecto es pequefio. Sin

embargo, confirma la interaccién entre las especies BCD y HiMGF(BCD).

La mangiferina es una sustancia que se puede seguir espectrofotométricamente, y
mostrar el efecto que tiene sobre ella la BCD. Por esto se midieron los espectros de

absorcion presentan en la Figura 4.2.3.
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Figura 4.2.3. Conjunto de espectros de absorcion de mangiferina dentro de un intervalo de
concentracion en (0.000298 - 0.002197) M y de B-CD en (0 - 0.01633) M, de forma creciente cada
concentracion. Los espectros marcados por la linea punteada representan el inicio y el final del

experimento.

La Figura 4.2.3 se muestra el efecto que tiene la BCD sobre la mangiferina, al
aumentar la absorbancia en cada solucién llegando a la saturacion del detector en
longitudes de onda menores a 390 nm. Esto confirma el aumento de la solubilidad

de la mangiferina al aumentar la concentracion de BCD y lo que indica la formacion

de complejos de inclusién.
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4.3 Conclusiones

En este capitulo, se puso en evidencia la formacion de complejos de inclusion

debido al aumento de la solubilidad de la mangiferina con la concentracion de BCD.

Con el estudio del diagrama de solubilidad-fases se logré determinar la constante

de inclusion K, viersen) =343.723 que es equivalente a decir log Ky, yerseny =254 -

Para demostrar que el aumento de la solubilidad de mangiferina se afectado por la

BCD fue posible medir los espectros de absorcion que confirman dicha hipoétesis.

Las mediciones de polarimetria mostraron que la mangiferina aumenta el angulo de
rotacion de la BCD, aunque la diferencia fue mas apreciable en valores altos de

concentracion de Mangiferina.
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Conclusiones generales y perspectivas

Se puso en evidencia que existe la formacion de complejos de inclusion, no solo
para la especie HiMGF sino de todas las demas especies en sus diferentes grados
de desprotonacion. Utilizando diferentes técnicas experimentales, tales como:
espectrofotometria UV-visible, fluorescencia, polarimetria y gravimetria (por

diagrama de solubilidad-fases).

Al parecer la estequiometria mas probable para los complejos de inclusién es de
1mangiferina con 1BCD, ya que los modelos utilizados con esta estequiometria

explican bien los resultados obtenidos a pH de 5 como a pH de 8.6.

Los estudios en funcién del pH justifica la formacion de complejos de inclusion para
todas las especies de mangiferina, principalmente para la especie H.MGF?%, que
presenta un aumento en su fraccion molar al estar acomplejada con un valor de

log K =34, y la especie HaMGF que al logKy ycrscp) =2.54, por la

H, MGF(5CD)*
diferencia en estos valores se puede decir que el complejo mas estable es
H2MGF(BCD)?.

Los estudios presentados en los capitulos anteriores se refuerzan por que no entran

en contradiccion, lo que hace que los modelos propuestos sean verosimiles.

Como perspectivas:

+ Realizar estudios a diferentes valores de pH’s donde existan especies
predominantes segun el diagrama de distribucion de especies de
mangiferina para la formacion de complejos de inclusion, y en caso de
existir complejos determinar sus constantes de inclusion junto con su

estequiometria, utilizando el método robusto.

+ Estudiar la solubilidad de los complejos de inclusibn mediante la
influencia de diferentes medios de pH, ademas de poder estudiar a
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diferentes temperaturas, encontrando asi las condiciones mas

favorables para obtener una mayor solubilidad de este complejo.

Estudiar complejos de inclusién con derivados de CD’s y MGF asi

como en presencia de iones metalicos.

Finalmente, estudiar por métodos tedricos las diferentes posibles
estructuras quimicas o formas de complejacion entre mangiferina y

BCD, que ayuden a confirmar la estructura propuesta en este trabajo.
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Apéndices
A. Modelo de tres equilibrios para determinar relaciones molares

La construccion del método de tres equilibrios se propuso porque en los equilibrios
del tipo huésped-anfitrion pueden presentarse reacciones quimicas poco
cuantitativas. Debido a esto no es posible utilizar el método clasico de relaciones

molares para determinar la estequiometria de una reaccion.

Se considera entonces un sistema con las especies quimicas G(CD), G,(CD) y

G(CD),, donde G representa al huésped y CD al anfitrién. Cada especie aparece

por su equilibrio de formacién correspondiente, como se establece en las

ecuaciones (D.1) a la (D.3), con sus constantes de inclusion asociadas.

G+CD —>G(CD) Lu=K,= % (D.1)

RCEN
* [][eo]

[G,(CD)]

[G][co]

G+2CD—-G(CD),  Fu= (D.2)

2G+CD - G, (CD) By =K, = (D.3)

Por otra parte, se puede escribir la ecuacion de balance del componente G, tal que:
[Glow =[G]+[G(CD)]+[G(CD), ]+2[G, (CD)] (D-4)
Despejando los complejos de inclusién de las Ecuaciones D.1 a D.3 y sustituyendo

en la Ecuacion D.4, se llega a la Ecuacion D.5:
Gl =[6]+[G][CD] 4, +[G][CDT 4., +2[G] [CD] £, (D-5)
Donde el sistema debe cumplir con la restriccion de que C(CD)total 2 CGtotal .

Por lo tanto, es posible calcular las fracciones de cantidad de las especies formadas

en términos de Giotal, dadas por.
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Rl :
¢ ¥ [G], \1+A.[CDI+A,ICDY +24,[G]ICD]

_¢ _leeD)]
fG(CD) - fl:l - [G]mtal - floﬁll[CD]

G(CD
fG((:D)2 =l = [[((3]—)2] = flOﬂlZ[CD]z

2[G,(CD)] 28, [G]'[cD]

sz(CD) =fy= [G] = [G] =21,y [G][CD] =2 fléﬂ?l[G]total [CD]
total total

Donde [Glwtal €S la suma de las concentraciones de las especies del componente
G. Finalmente, con esta informacion se puede construir el diagrama de distribucién
de especies en términos de la cantidad de pCD, resolviendo antes la ecuacién

cuadratica que aparece en la fraccion fe,cp).
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B. Analisis de Componentes Principales

El método de Analisis de Componentes Principales (PCA por sus siglas en inglés)
es una técnica estadistica utilizada para reducir la dimensionalidad de un conjunto
de datos. A partir de un procedimiento matemético que transforma un conjunto de
variables correlacionadas de respuesta en un conjunto menor de variables no

correlacionadas llamadas componentes principales.

El andlisis de componentes principales es Util si se desea agrupar las unidades
experimentales en subgrupos de tipos semejantes. Se puede usar para ayudar a
identificar agrupamientos de las unidades experimentales en subgrupos o para

verificar los resultados de los programas de agrupacion.

La matriz contiene la informacion de los datos experimentales, en este caso los
espectros de absorbancia o bien los espectros de excitacion y emision a diferentes

valores de pH.

Se utilizo el Software. Minitab 16. La matriz esta compuesta de muestras (pH) y las
variables (longitudes de onda), cabe mencionar que para cada valor de pH se tienen

n longitudes de onda y un valor de la respuesta medida espectroscopica.
La matriz X, con un valor de A, se descompone en tres matrices:
X =UsVT

Donde las columnas de VT son los eigenvalores; S es una matriz diagonal cuyos
valores son las raices cuadradas de los eigenvalores; y las columnas U se llaman

“scores” y estan relacionados con las muestras.

Las columnas de VT se llaman “loadings” y estan relacionadas con las variables.
Esta matriz es la reconstruccion de la matriz original con la mayor informacién

relevante al 100%.
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C. Método computacional SQUAD

El programa SQUAD (Stability QUotients from Absorbance Data), escrito en un
lenguaje FORTRAN. Creado para conocer las constantes de formacion de
diferentes especies, las cuales son de gran importancia debido a la valiosa
informacion que se obtiene de éstas, pues se pueden encontrar con mayor facilidad

las condiciones de trabajo Optimas para las experimentaciones.

La determinacién de constantes utiliza diferentes métodos analiticos, de los cuales
el mas empleado es la espectrofotometria UV-visible 3. Y actualmente también se

ha visto que puede utilizarse los espectros de emision y excitacién de Fluorescencia.

SQUAD ademas disefiado para calcular los mejores valores para las constantes de
estabilidad para un modelo propuesto, esto lo realiza por minimizacién de la suma

de residuales al cuadrado de los valores de las absorbancias.

Es capaz de calcular simultaneamente o individualmente constantes de estabilidad
global, para cualquier especie formada en sistemas que contienen hasta dos
metales y dos ligantes, a partir de datos de absorbancia experimentales a diferentes
longitudes de onda. El modelo quimico puede ser dependiente o independiente de
pH.

Por esta razon este programa es una buena opcién para estudios de equilibrios
acido-base para ligandos que pueden ser acidos o bases débiles, MmLn complejos
mixtos de metales con ligandos, complejos protonados o hidroxocomplejos.

Para un namero i de soluciones medidas y un numero k de longitudes de onda, la

absorbancia Aik se define por la ecuacion siguiente:
A =12 6,C,

donde Iy es la absortividad molar de cada una de las especies MpLqHr a cada
longitud de onda K, ¢ es la longitud del paso 6ptico y Cj es la concentracion de cada

especie, SQUAD computa los valores de las constantes de formacion global
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minimizando la suma de cuadrados que existe entre los valores de absorbancia
observados experimentalmente y los valores de absorbancia calculados por el

programa.

A continuacion se da una lista general que datos hay que alimentar y como funciona
SQUAD:

v' Se alimentan datos: Espectrofotométricos y modelos quimicos
(estequiométricos).

v' Puede utilizarse valores de pH, para cada espectro o bien puede ser
independiente variando la concentracion del metal.

v' Método empleado es por minimizacién de la suma de cuadrados residuales

de las absorbancias.

Se obtienen los siguientes parametros estadisticos que emplea SQUAD para
determinar si el modelo quimico propuesto explica la informacién experimental
alimentada son los siguientes: Parametros de correlacion (matriz), desviacion
estandar sobre los datos de absorbancia (Respuesta) y sobre las constantes,
desviacion estandar por espectro, desviacion estandar por coeficiente de

absortividad molar (o bien el factor de respuesta dependiendo la técnica de estudio)

Las constantes refinadas deben de cumplir el criterio de convergencia, la cual se da
si la diferencia en la minimizacién de un ciclo iterativo a otro difiere como maximo
en 0.001. Cabe mencionar que si no se cumple lo anterior no es indicativo que se

tiene el mejor refinamiento.

Este modelo se puede utilizar con diferentes tipos de respuestas experimentales,
como fue en el caso de este trabajo, usando la intensidad de Fluorescencia, ya que
cumple con la ley de Biot y una ley de aditividad. Para poder alimentar los espectros
de fluorescencia al programa SQUAD es necesario escalando la respuesta de
Intensidad de Fluorescencia a valores que se encuentren entre 0 y 3, lo que
normalmente se logra dividiendo la respuesta por un factor de 100 o 1000. Para

interpretar los resultados debe tomarse en cuenta este escalamiento.
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D. Dependencia de las constantes condicionales de acidez con [SCD]

Si se expresa la concentracion de la especie generalizada HIMGF":
[H,MGF'] =[H,MGF ]+ H,MGF (5CD) | +| H,MGF (5CD), | +...(D.1)

En las ecuaciones D.2 y D.3 se presentan los equilibrios de formacion global de las
especies de HaMGF con BCD.

H,MGF (5CD
H,MGF + ACD = H,MGF (5CD) con KﬁfﬁGFWCD):[[HAMGF;[ﬂCD)]] (D.2)
4
H,MGF (5CD
H,MGF +24CD = H,MGF (5CD), con Kaf“c”g”””)z:[[H4MGF§[’;CE>)]22] (D.3)
4

Si se despeja de las ecuaciones D.2 y D.3 las concentraciones de las especies
HsMGF(BCD) y HiMGF(BCD)2 y se sustituyen en la ecuacion D.1, se obtiene la

ecuacion D.4.

H4MGF(4CD) H,4MGF (5CD),

[H4MGF’]=[H4MGF](1+ Koo soo) [BCD]+ Kiler yeo) [ACDT +..)  (D.4)

Si se define el coeficiente de complejacion de HaMGF dependiente de BCD, de

acuerdo a la ecuacién D.5:

2
aH4MGF(ﬂCD) =1+ Kﬁitzjf,aswm) [ﬁCD] + KliflazF(ﬂCD)z [,BCD] te (D'S)

Entonces la ecuacion D.4 se puede escribir como se presenta en la ecuacion D.6.

[H,MGF'] =[H,MGF |« (D.6)

H,MGF(5CD)

Si se sigue el mismo procedimiento algebraico mostrado en las ecuaciones D.1 a
D.6 se puede representar cada una de las especies generalizadas como se muestra

en las ecuaciones D.7 a D.10.
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[HsMGF']=[ HMGF ™ |,y e o) (D.7)
[H,MGF']=[ H,MGF*" |,y e som) (D.8)
[HMGF '] =[ HMGF* | @6 o0 (D.9)

[MGF =] MGF*" | @y son) (D.10)

Si se utilizan las ecuaciones de la D.7 a la D.10 y se sustituyen en las constantes
condicionales de acidez que se definieron en las ecuaciones 3.6 a la 3.9, se obtiene

las ecuaciones D.11 a la D.14.

. [H;MGF'][H" ] _ [ HsMGF™ | ey e ooy | H ]

aH3MGF(/3CD)
= =K D.11
o [H,MGF'] [H,MGF ]« ( )

al
H4MGF(5CD) aHAMGF(ﬁ’CD)

[H,MGF[H* ] [H,MGF* Ja, e pooy [ H ] Oy c (poD)

K., = i - =K, (D.12)
’ [H3MGF ] [HSMGF :IaH3MGF(ﬂCD) i @hymeF (peD)

_ [HMGF,]I:H +:I _ I:HMGFS_:IaHMGF(ﬂCD) [H +:| K X hmer(scD) (D.13)
* [HSMGF,] [HZMGFZ_:IaHZMGF(ﬁCD) N aHzMGF(ﬂCD)

_ [MGF’][H +] _ [MGF‘F]O‘MGF(ﬂCD) [H 1 K XyviGF (peD) (D.14)
™ [HMGF’] I:HMGF&:IaHMGF(ﬂCD) ” X ymcF(pep)

En las ecuaciones D.11 a D.14 se muestra la dependencia de las constantes de
acidez condicionales con la concentracion de BCD. Esto demuestra que si se
mantiene constante la concentracion de BCD en el sistema, las constantes de acidez
condicionales también seran constantes pero diferentes a las constantes de acidez,

si es que se da la formacion de los complejos de inclusién.
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E. Constantes de equilibrio globales ()

En quimica de soluciones, es frecuente considerar los equilibrios globales de
formacion como un buen conjunto de equilibrios independientes para simular e
interpretar el comportamiento quimico de este tipo de sistemas polidonadores. En
general, el conjunto de equilibrios globales de formacién, puede representarse a

través de la ecuacion G.1.

) . . ML.
M+ jL=ML, con ,szK““,,"L‘j'L=Kh’,|LLJ=E| J: 1_ _— (G.1)

donde j ¢{1,2,...,n}

Los equilibrios sucesivos de formacion son equivalentes a los sucesivos de
disociacion. Estos equilibrios pueden representarse a través de la ecuacion general
G.2.

MLy

ML,
+L=ML; con Ky =Ky = [ J] = :II\./IL— G2)
MG I RS

donde j €{1,2,...,n}

Por ejemplo, los equilibrios globales de formacion de mangiferina se definen en las

ecuaciones G.3ala G.6

MGF* +H" = HMGF* log 3, =12.10 (G.3)
MGF* +2H" = H,MGF? log 3, = 21.54 (G.4)
MGF* +3H" =H,MGF~ log 3, =29.51 (G.5)

MGF* +4H" = H,MGF log 3, =36.03 (G.6)

Para conocer los equilibrios sucesivos de disociacion y determinar el valor de las

constantes de acidez, como es el caso del equilibrio sucesivo de la ecuaciéon G.7,
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se aplica la ley de Hess para los equilibrios de formacion G.5 y G.6, recordando la

definicion pK, =—-log K,
H,MGF =M6&F* +4H" logK, =—log g, =-36.03

MEF* +3H" =H,MGF~ logK, =log A, =29.51

H,MGF = H,MGF +H" logK,, =—6.52= pK_, =6.52 (G.7)

Este procedimiento se puede aplicar para los equilibrios sucesivos representados

por las ecuaciones G.7 a la G.10.
H,MGF~ =MG6F* +3H"* logK,, =-log 3, =-29.51

MEF* +2H" =H,MGF?> logK,, =log 3, = 21.54

H,MGF =H,MGF* +H" pK_, =797 (G.8)

H,MGF* =M&F* +2H" logK, =-log 3, = —21.54

MG&F* +H* =HMGF® logK,, =log 3, =12.10

H,MGF?> =HMGF* +H" pK_, =9.44 (G.9)

HMGF* =MGF* +H" logK,, =—log 3, =-12.10

HMGF* =MGF* +H* pK_, =12.10 (G.10)
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F. Diagramas de distribucidén de especies para sistemas acido-base

Las representaciones gréaficas de los sistemas quimicos han encontrado una amplia
aplicacion que permite resolver problemas especificos y tener un panorama,
cualitativo y cuantitativo. A partir del estudio de los sistemas polipticos, cuyo
equilibrio de formacion global esta representado en la ecuacion. D.1, en solucion

acuosa que contiene dos componentes My L.

_ LH =2
L+ j[H*"]=LH/" con g, =[—']j (D.1)
(e
En el sistema de estudio de este trabajo, las especies quimicas L y M, estan

referidas respecto al protén (H*) y mangiferina (MGF#), respectivamente.

La construccion del diagrama de distribucién de especies, se define tipicamente con
las fracciones molares del componente M que depende de concentraciéon de L°5,

ecuacion D.2.

L LN (D.2)
[L]; 1+ 8 [H ]

i

donde j €/0,1,...,n}

El diagrama de distribucién de especies es la grafica de fracciones molares en

funcién del pH.

Para construir el diagrama de distribucion de especies se utiliza una hoja de calculo

de Excel, que calcula las fracciones molares con el conjunto de ecuaciones D.2
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G. Diagrama de solubilidad-fases

Uno de los enfoques analiticos mas utiles y ampliamente aplicados para determinar
la solubilidad de alguna sustancia organica en la formacion de complejos con
ciclodextrina es el método de solubilidad-fases descrito por Higuchi y Connors*2. El
diagrama de solubilidad-fases se clasifica en dos categorias, de tipo A y B. Las
curvas de tipo-A son indicativas para la formacion de complejos de inclusién
solubles del huésped (G) que satura la solucién, mientras que el comportamiento
de tipo-B es la formacidén de complejos de inclusion de poca solubilidad o presentes
en la fase solida.

Estos sistemas de solubilidad-fases no sélo permiten una evaluacion cualitativa de
los complejos formados, sino que también pueden usarse para determinar
constantes de equilibrio (K) para la formacion de [GmCDn], que puede ser

representado por:

(6.0 en
[G]"[co] |
Donde, por el balance de materia:

[G]=G, (E.2)
[G], =G, +m[G,CD,] (E.3)
[CD], =CD+nl[G,CD,] (E.4)

Por lo tanto, los valores de [G,,CD, |, [G] y [CD], se pueden obtener por:
[G]=G, (E.5)

G| -G
[G.CD,]= [€l-G (E.6)
m

CD=[CD] -n[G,CD, ] (E.7)
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Donde Goes la solubilidad en el equilibrio de G (es la molécula Huésped), [G]ies la
concentracion total de G (en la formacion del complejo y la libre) y [CD]: es la
concentracion total de CD. Para el sistema solubilidad de fases de primer orden
para este trabajo, con respecto a la ciclodextrina si supone (n=1), se deriva la

siguiente ecuacion de la sustitucion de (E.5), (E.6) y (E.7) en (E.1):

G- mKG, [CD],

et E.8
‘ 1+KG 0 (E-8)

Con esto se puede realizar un grafico de [G]t en funcion de [CD]: para la
formacion de GmCD, que debe resultar una linea recta con la interseccion en el eje
y que representa Go y con pendiente:

mKG,
1+ KG,

slope = (E.9)

Por lo tanto, si m se conoce, K puede ser calculada. En este trabajo se
determind una estequiometria 1:1, para la formacion del complejo, entonces m=1,
por lo que puede ser aplicada la siguiente ecuacion:

slope

17 G, (1-slope) (E.10)

Slope es la pendiente en el diagrama de fases cuando presenta una

tendencia lineal y se representa por a.
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H. Polarimetria

La Polarimetria es una técnica usada como un método instrumental de analisis, que
se basa en la medicion de la rotacion éptica producida sobre un haz de luz
linealmente polarizada al pasar por una sustancia 6pticamente activa. La actividad
Optica rotatoria de una sustancia tiene su origen en la asimetria estructural de las

moléculas.

Un compuesto es considerado 6pticamente activo si la luz linealmente polarizada
sufre una rotacion cuando pasa a través de una muestra de dicho compuesto. La
actividad 6ptica viene determinada por la estructura molecular y la concentracion de

moléculas quirales.

Luz no Plano-luz ojo

/,x’\ polarizada polarizada ohservador

T f?f\/‘.f’; i W ?1 Tg" }_

polarizador

{’ “Fuente- J polarizad or
s

La Polarimetria esta relacionada con la rotacién (o) del plano de la luz linealmente

polarizada y geometria del sistema Opticamente activo, se puede conocer la ley de
Biot: a= [0‘]1 Ic

Donde se conoce a a, como el angulo de rotacién medido en grados sexagesimales;
[, es la longitud de la celda que se mide en mm para soélidos y en dm para liquidos;
c, es la concentraciéon de la muestra analizada en g dL, finalmente [a];, es la

rotacion especifica que depende de la temperatura de trabajo (T) y la longitud de
onda de medicién, que por lo general utiliza linea D del sodio cuya longitud de onda

es de 589 nm.

Las sustancias pueden ser dextrogiro si giran el angulo de rotacion hacia valores

positivos (+) y las que lo giran a valores negativos (-) son conocidas como levogiras.
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