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Resumen

El presente trabajo esta enfocado al estudio de la interaccion de curcumina con la
2-Hidroxipropil-B-Ciclodextrina (CD) en medio acuoso y en la mezcla equimolar
DMSO-Agua.

Uno de los objetivos era estabilizar a la curcumina, ya que como se ha reportado en
medio acuoso, es muy inestable en pH basico e insoluble en pH acido; en este
medio se logro la evidencia de la interaccion de curcumina con CD a pH 10.2y 11.4,
siendo la especie predominante a pH 11.4 la que present6 estabilidad por 4 horas
formando un complejo de estequiometria 1:2.

Uno de los problemas enfrentados experimentalmente fue mantener constante el
pH a 11.4, asi que debido a lo reportado para otras CDs con respecto a su propiedad
acido-base, se evidencia que la CD se desprotona, teniendo como primera
aproximacion un pKa 12.05 obtenido por potenciometria y polarimetria.

En cuanto al estudio de especiacion en mezcla DMSO-Agua, se calculan las
constantes globales de formacion de la curcumina y las constantes condicionales
de acidez en presencia de CD, donde se propone un modelo en el que dismuta la
especie HCur?,

Posteriormente se realiza una cinética de cada especie de curcumina, para
identificar si en esta mezcla son estables, dando como resultado que la especie
menos estable es la HCur?.







Capitulo I Introduccién

1.1 Curcumina

La Curcuma longa se ha utilizado tradicionalmente en los paises asiaticos como una
hierba medicinal para diversas patologias debido a sus propiedades antioxidantes,
anti-inflamatorias [4, antimicrobianas 34, y propiedades anti-mutagénicas contra el
cancer 561,

Los curcuminoides son un grupo de moléculas que constituyen mayoritariamente el
rizoma de la planta Cdrcuma Longa, dan una coloracién amarilla-naranja por la
deslocalizaciéon dentro de las moléculas que exhibe absorcion entre 420 y 430nm
en un solvente organico, el grupo de curcuminoides esta compuesto por curcumina,
demetoxicurcumina y bisdemetoxicurcumina, con nombre IUPAC 1,7-bis (4-hidroxi-
3-metoxifenil) -1,6-heptadieno-3,5-diona, 4-hidroxicinamoil-(4-hidroxi-3-
metoxicinamoil)metano y bis-(4-hydroxicinamoil)metano respectivamente. Las
estructuras de estos constituyentes se presentan en la figura 1.1.1.

Este grupo de curcuminoides tienen tres caracteristicas importantes:

e Un grupo aromatico metoxifendlico
e Enlaces a, B-insaturados
e Tautomerismo ceto-enol

[ 4] (4] [ H
u,q.«““m;uj — II,,L"“U“('III
FICY CIEL HOY OH
Forma ceto Forma enol

Curcumina
o o ] 4]

) oM
HO™ = oM 1o -

Demetoxicurcumina Bisdemetoxicurcumina

Figural.l.1l Estructuras quimicas importantes presentes en el rizoma de la planta
Cdrcuma Longa

La curcumina, también llamada comunmente diferuloilmetano, es el mas abundante
del grupo curcuminoides (77% del peso total) [8l y este grupo constituye alrededor
del 5% del componente total de la planta curcuma longa.
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En relacion con las propiedades de solubilidad, la curcumina es soluble en
soluciones alcalinas o en disolventes extremadamente &cidos [, algunos
investigadores han concluido que los grupos metoxi en los anillos de fenilo en la
curcumina son importantes para tener efectos positivos sobre la salud °], por ello es
que se cree que la curcumina es la molécula del grupo de curcuminoides que actla
de manera benéfica a distintas patologias.

Sin embargo, uno de los principales problemas para el estudio de las propiedades
de esta molécula es su rapida descomposicion, desde hace tiempo y recientemente
se han propuesto diferentes mecanismos de degradacion de la curcumina, en los
cuales diferentes autores han discutido algunos factores que influyen en su pronta
degradacion:

Facilmente oxidada por el oxigeno presente en el aire

La exposicion a la luz cataliza la oxidacion

Recientemente Griesser['% realiza diferentes técnicas experimentales en las que
evidencia que el componente mayoritario de la descomposicién de la curcumina no
es el trans-6-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2,4-dioxo-hexenal que habia obtenido
por HPLC Ying-Jan™sino que el mecanismo mas probable de degradacion es por
la autoxidacion de la curcumina como se muestra en la Figura 1.1.2

@ ' }
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wol §1ﬂﬁﬁ%fz:I: @ HO.

HO H o2 o OH @ R

e I " COX-2 ﬂ @ o 0 2}

Y : autoxidacian o = = i [
_ ' : . Rotactandd 7, S-exociclacidn
Curcumina enlaces

o o metilenguinona @ 1 + 0y
R
oH
o CH HO OH H -
r L

i L@

Dﬁo R R ; f - a @ .
H N o'H —Hgﬂ ._H;ﬂ

HO "0 U
Biiclopentadianas HQ & o
1,2y2. e

curcuming

Figura 1.1.2 Mecanismo posible de degradacion de la curcumina en buffer de Tris-
HCI pH 8 acuoso propuesto por Griesser!1°

Sin embargo, existe la posibilidad de que el producto intermedio de metilenquinona
o el producto de biciclopentadiona sean biolégicamente activos y responsables de
algunas de las actividades de la curcumina.

La metilenquinona derivada de compuestos fendlicos naturales forman facilmente
aductos con glutation y macromoléculas celulares 12131 y |a actividad antitumoral
de muchos farmacos quimioterapéuticos como mitomicina C, estd mediada por la
formaciéon de un reactivo metilenquinona 415, Con este argumento, se ha
observado la formacion de aductos de proteinas covalentes por curcumina, por
ejemplo, con la tiorredoxina reductasa ¢y en la reticulacion de los polipéptidos
reguladores de conductancia transmembrana de la fibrosis quistica [17]. Estos
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aductos podrian haberse formado por la metilenquinona mas que por la propia
curcumina.

La posibilidad de activacion oxidativa debe considerarse como un mecanismo
potencial de la actividad terapéutica de la curcumina.

A pesar de las evidencias reportadas sobre la actividad de una de las moléculas
gue intervienen en el proceso de degradacion, por ahora, se trata de estabilizar a la
curcumina con la CD.

1.2 Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CDs) pertenecen a la familia de los oligosacaridos ciclicos y
estan constituidas por n unidades de D-glucopiranosa unidas por enlaces (1-4) a-
glucosidicos (Fig 1.2.1) [111,

a-D-glucopivanosa

Figura 1.2.1 a -D-Glucopiranosa, unidad fundamental de las n-Ciclodextrinas.

La nomenclatura mas aceptada para identificar a las CDs, consiste en proporcionar
el nombre de acuerdo al nimero de unidades de D-glucopiranosa; de seis, siete y
ocho unidades de D-glucopiranosa respectivamente (a, B y y-CDs) como se muestra
en la Fig. 1.2.2. Estas CDs también son conocidas como ciclooligoamilosas y se
denominan como ciclohexaamilosa (CA6), cicloheptaamilosa (CA7) vy
ciclooctaamilosa (CA8). La estructura geométrica, de las CDs no es completamente
cilindrica, ya que presentan una forma de cono o canasta 11l

- ‘S‘_’u .

Iy “"“w *?:q{'}{.‘ NG
"-"th'l‘rrﬂ)\ -1"‘—\"}_%!""' rll L I\IH\\-L".‘I 3 = . w‘!:j-']x‘u
,ﬁuﬂi a0 ::jvam { o [Tt :l’l‘rﬁ' - Ifl D - I’TM

q r'_'.w. - [ c\} - .l,
R e AN P v R
mI i"'};_i Py Y
b S

Figura 1.2.2. a-Ciclodextrina, B-Ciclodextrina y y-Ciclodextrina formada por seis,
siete y ocho unidades de a-D-glucopiranosa respectivamente.
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La estructura de las unidades sacaridas de las CDs, presenta un minimo energético
en la conformacién “Ci, en el borde superior se encuentran todos los grupos
hidroxilo secundarios de C-2 y C-3; en torno al borde inferior estan colocados los
primarios de C-6 (Fig. 1.2.1y 1.2.2) 1131, | a cavidad est& estructurada por un anillo
de atomos de hidrégeno (enlazados a C-5), un anillo de atomos de oxigeno del
enlace a -D-glucosidico y otro anillo de &tomos de hidrogeno (enlazado a C-3),
haciendo la cavidad relativamente apolar. Los pares de electrones no enlazados del
oxigeno glucosidico estan direccionados hacia el interior de la cavidad, produciendo
una alta densidad electrénica, proporcionando a éstas algunas caracteristicas de
base de Lewis.

El segundo anillo de hidrégeno esta formado por los grupos hidroxilo de C- 2-OH de
una unidad a -D-glucopiranosa y C-3-OH de la unidad a -D-glucopiranosa adjunta,
estabilizando la molécula de CD.

Propiedades fisicas y quimicas.

Las CDs son compuestos cristalinos, homogéneos, no higroscopicos. Ademas,
debido a que su unidad fundamental es un azucar tienen actividad éptica ya que
son moléculas quirales dextrogiras, debido a los centros asimétricos que se
encuentra en el carbono 2 (de su unidad fundamental). Esta propiedad es muy util
para separar o identificar moléculas de inclusién que tengan propiedades épticas o
bien, separar moléculas que se encuentren en una mezcla racémica.

En la figura 1.2.3, se muestran la forma y dimensiones geométricas de las CDs. asi
como en la tabla 1.2.1, se presentan las propiedades fisicas mas importante. [11.22]

1,69 nm

ey
|
|

|
]
| 0,95

0.79nm

2-HPBCD

Figura 1.2.3. Forma y dimension geométrica de la 2-Hidroxipropil-B, o, B y y—
Ciclodextrinas
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Las propiedades fisicas y quimicas que poseen cada una de estas CDs dista
principalmente en la solubilidad, en la tabla 1.2.1, se muestra la comparacion

Tabla 1.2.1 Propiedades fisicas de la 2-HPBCD, a, B y y Ciclodextrinas
le‘;']otose HPBCD 4.5 | cp g B-CD[11] |y-CD [11]

unidades de glucosa 7 6 7 8
peso molecular /gmol-1 1399 972 1135 1297
solubilidad en agua a temperatura

ambiente/ g 100 mL1 65 14.5 1.85 23.2
Rotacion especificala]o 25 °C No reportada 150+0.5 162.56+0.5 1774+ .5
diametro de la cavidad/ A 62 |4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
diametro externo/A 15.4(14.6+£0.4 154104 |17.5+04
Altura/ A 79 78 78 78
volqmen aproximado de la 262 174 262 497
cavidad, A3

pKa (por potenciometria) a 25 °C No reportada 12.332 12.202 12.081
Punto de fusion (°C) No reportada No reportada 290 300
Punto de descomposicién (°C) 300 | No reportada 300 | No reportada

Solubilidad

Una de las propiedades mas importantes de las CDs nativas (a, B y y), esta
relacionada con la distribucién de los grupos hidrofilicos e hidrofébicos. Los grupos
hidroxilo hidrofilicos ocupan ambos extremos del cono, favorecen la solubilidad en
agua de las CDs. La parte interna de la cavidad, es hidrofébica, por estar cubierta
de hidrégenos C-3-H, C-5-H y C-6-H2 y de oxigenos O-4 del enlace glucosidico.

En cuanto a la 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina tiene una mayor solubilidad acuosa
(por encima de 60%). Sin embargo, los dos rasgos caracteristicos a tener en cuenta
son que tiene una alta solubilidad acuosa y baja toxicidad, éstas caracteristicas
combinadas ofrecen grandes oportunidades para la formulacion de farmacos:

* El proceso de formacion de complejos con farmacos se facilita mucho
comparado con BCD nativa [?2

e La seguridad biologica de este excipiente permite un uso mas amplio y vias
de administracion. 22

e Una alta solubilidad acuosa: A 25°C, 65% 2-HPBCD es soluble en agua; a
50°C, es 80% soluble. A temperaturas mas altas, la viscosidad de la solucion
disminuye 24, lo que facilita el aumento de la disolucion.

El interés por estudiar la solubilidad de las CDs, se debe a que conociendo su
estructura en solucion acuosa se podra dilucidar con mayor precision el tipo de
interacciones que participan en la formacion de los complejos de inclusion, asi como
Su estequiometria.
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En general las CDs son muy solubles en solventes polares aproéticos (medio
adecuado para la sintesis de CD modificadas, tales como dimetilsulféxido (DMSO),
dimetilformamida (DMF), N,N-dimetilacetamida y piridina), mientras que son poco
solubles en disolventes como etanol, metanol y gliceroles 1161,

Determinacion de las constantes de inclusion

Las CDs forman un tipo particular de compuestos denominados “complejos de
inclusion”, los cuales estan formados por una molécula denominada “huésped”, que
se aloja en la cavidad de la molécula denominada “anfitrion” como las CDs.

Las interacciones predominantes en los complejos de inclusion son las fuerzas de
Van der Waals, interacciones hidrofobicas, puentes de hidrogeno y efectos
estéricos, las cuales provocan cambios importantes en las propiedades de las CD,
tales como aumentar su solubilidad, reactividad quimica, conformacion estructural
y en solucion disminuyen la volatilidad del solvente, entre otras. Por estas razones,
las CD tienen una gran aplicaciéon en la industria quimica, por ejemplo, en la
industria farmacéutica como sistema de liberacién y aumento en la solubilidad de
farmacos, en la industria alimentaria como preservativo de olores y sabores, en el
area biolbgica para asemejar sitios activos de enzimas, e imitar de algiin modo los
mecanismos de reconocimiento molecular que forman parte importante de los
procesos bioquimicos.

En general cuando una molécula forma un complejo con ciclodextrina, la molécula,
en parte o en su totalidad, se incluye en la cavidad de la ciclodextrina que es
lipofilica. En otras palabras, un complejo de inclusion del anfitrién y ciclodextrina es
frecuentemente de estequiometria 1:1, aunque no es el Unica estequiometria,
también hay reportes de la 1:2 y 2:1, la cual se determina a través de estudios de
resonancia magnética nuclear ( NMR) 7], pero estos se llevan a cabo tipicamente
en soluciones diluidas.

El modelado tedrico también se puede utilizar para evaluar la interaccién estérica
de complejacién y se han utilizado para predecir la naturaleza de la interaccion
molécula-ciclodextrina, ya sea en soluciones ideales o en vacio. Aunque estos
enfoques tedricos continlan mejorando, en la actualidad tienden a ser
descripciones simplificadas e ignoran aspectos importantes de la formacion de
complejos con ciclodextrina y su estructura, especialmente en soluciones
concentradas (es decir, no ideales).

En solucidén acuosa, las moléculas libres estan en equilibrio con moléculas unidas a
las moléculas de ciclodextrina. Las dos caracteristicas mas importantes de los
complejos son su estequiometria y sus constantes de equilibrio.

Por ello es de importancia poder definir una constante de equilibrio de inclusion:
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Si m moléculas (D) se asocian con n moléculas de ciclodextrina (CD) para formar
un complejo (Dm-CDn), el siguiente equilibrio general se logra:

Km:n
mD + nCD < D, - CD,,
donde Km: n es la constante de estabilidad del complejo molécula / ciclodextrina.

En general, las propiedades fisicoquimicas de las moléculas libres son diferentes
de los unidos a las moléculas de ciclodextrina. Del mismo modo, las propiedades
fisicoquimicas de las moléculas de ciclodextrina libres son diferentes a los del
complejo.

Para caracterizar la o las especies formadas, cualquier metodologia se puede
utilizar para observar cambios en las propiedades fisicoquimicas y ser utilizado para
determinar la estequiometria de los complejos formados junto con los valores
numéricos de sus constantes de estabilidad '8 estos incluyen cambios en la
solubilidad, cambios en la reactividad quimica, los cambios en absorbancia UV/VIS,
cambios en la fluorescencia, desplazamientos quimicos en RMN, cambios en la
retencién de anfitrion (por ejemplo, en la cromatografia de liquido), cambios en los
valores de pKa, mediciones potenciométricas, cambios en el angulo de rotacién
especifico, etc.

La estequiometria de los complejos de molécula/ ciclodextrina y los valores
numéricos de las constantes de estabilidad deben ser independientes de la
metodologia aplicada, sin embargo, estos su desviacion dependera del método
especifico utilizado para la determinacion, ya que algunos métodos son mas
sensibles.

Una vez expuestas las propiedades de cada una de las moléculas a estudiar, a
continuacion se presenta un modelo para ajuste en Excel de sigmoides de
respuesta en funcion de la razén molar y pCDtotal.

1.3 Modelo teorico de especies monomericas y diméricas para el
ajuste visual en Excel de las constantes globales de formacién en
medio acuoso y/o mezcla equimolar DMSO/Agua

Para ver la generalizacion ver Anexo 1.

Partimos de los equilibrios globales de formacion de estequiometria 1:1, 1:2 y 2:1,
donde Cur” es la curcumina en sus diferentes grados de protonacion (Cur” =HzCur
+ HoCur~ + HCur?~ + Cur3~) y CD es 2-Hidroxipropil B-Ciclodextrina, por simplicidad
omitiremos la carga

Cur’+ CD S (Cur”)CD logBi1
Cur’+ 2CD 5 (Cur’)CD, logPi2
2Cur” + CD 5 (Cur’),CD logp,,
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Definimos la concentracion total de curcumina, la cual consideramos constante, y
las fracciones de cantidad o componente que contienen curcumina, de la siguiente
manera:

[Cur])iotar = [Cur’] + [(Cur’)CD] + [(Cur)CD,] + 2[(Cur"),CD] = Constante

[Cur]
feur = fio = [Culrorar
feurco, = frz = %

Redefiniendo:
[Curliof,gtar = [Cur’] + B11[Cur’][CD] + B12[Cur’][CD]? + 2,1 [Cur]?[CD]

1
14 B11[CD] + B12[CDI? + 2f10B21 [CDI[Curl otar

fi1 = f10$11[CD]
fiz = f10ﬁ12[CD]2

f21 = 2f10B21[CD] = 2f102321[CD][Cur]total

f10

Por la manera en que se define la fraccion f;,, podemos llegar a la siguiente
ecuacion cuadratica:

2f102.821[CD][Cur]total + f10(.312[CD]2 +pulCD]+1)-1=0

Con la ecuacion anterior obtenemos el diagrama de distribucion para especies mono
y diméricas.

Ahora para poder modelar un experimento suponemos una respuesta lineal con
respecto a la concentracion de cada una de las especies y ademas que todas las
especies contribuyen a la respuesta obtenida experimentalmente, definida de la
siguiente manera:
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n
p = bourlCur’l+ ) Scurco[(Cur)CD;] + 8cplCD]
]=

Donde 6 representa un factor de respuesta.

Ejemplo de aplicacion

Los valores de constantes globales de formacion y factores de respuesta para la
simulacion presentada a continuacion estdn dados de manera que puedan
predominar las 3 especies en un sistema, es decir son abstractos.

Ahora bien, ya que estan definidas las expresiones para el calculo de las fracciones
de un sistema que incluye especies mono y diméricas, se propone el siguiente
sistema:

Cur’+ CD S (Cur”)CD logBi, = 2.33
Cur' + 2CD S (Cur")CD, logB,, = 3.67
2Cur’+ CD S5 (Cur’),CD logB,, = 4.79

Tabla 1.3.1 Pardmetros utilizados para modelar curvas de valoracion.
[curcumina] total =0.012M a un valor de pH impuesto

6Cur 8 5(Cur')CD2 65

é‘CD 0 6(Cur’)2 CcD 90

5(Cur') CcD 12

Los anteriores son propuestos de manera que la especie 2:1 pueda predominar.

1 o ——
0.8 Y -f10,Cur
50.6 = = f21, Cur2CD
S
- W e ST f11, CurCD
[+ ’
=04 .
f12, CurCD2
0.2 N
0 e e e, e, =~ [
0 1 2 3 4 5 6

Figura 1.3.1. Diagrama de distribucion de especies que contienen curcumina, la
interseccion de las curvas representa el logKr de cada especie.
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Podemos observar que se requieren no solo constantes globales de formacion
“altas” para la formacion del dimero, sino que también es necesario considerar
soluciones de concentracion de curcumina del orden de 10-2M.

En cuanto a los factores de respuesta, solo son ilustrativos, para observar una
sigmoide definida en una gréafica de p vs pCDlibre o total y p vs r([CD]/[Cur]), las
cuales son clésicas en determinacion de constantes de equilibrio, complejacion o
inclusion.

06
05
(1]
T o4 s
a
(4]
3 a
503 2
a02 a
0.1
0 0.6 11 16 21
pCD pCD total
a) b)
0.6 . ~
= ~
0.5
0.4
a 03
0.2
0.1
0
0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
C) r [CD]/[Cur]

Figura 1.3.2. Curvas modeladas de una valoraciéon de curcumina 1.2x10-2 M con
6x10*M<[CD]<0.24M con los parametros de la tabla 1.3.1

a) Respuesta (p) en funcién de pCD libre en el intervalo que se puede trabajar
experimentalmente

b) Respuesta (p) en funcion de pCDtotal en el intervalo que se puede trabajar
experimentalmente

c) Respuesta (p) en funcion la razén molar en el intervalo que se puede trabajar
experimentalmente

Sin embargo, como esta reportado en la literatura las constantes de inclusion son
poco cuantitativas, o que es mas evidente en una representacion grafica de la
respuesta obtenida en funcion de la razén molar donde no es de esperar poder
obtener la estequiometria por el punto de interseccion de dos rectas, ver figura 1.3.2
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En la grafica p vs pCD alcanzan a distinguirse 3 puntos de inflexién al igual que en
la grafica en funcion de pCDtotal, la diferencia dista en que, en la primera, si la
reaccion fuese cuantitativa los puntos de inflexion nos darian un aproximado a la
constante global de formacion, pero no es posible medir pCD (pCDlibre), asi, de la
curva en funcién de pCDtotal no se obtendra informacion sobre la constante global
de formacion, solo si fuesen evidentes los puntos de inflexibn se asocian a el
namero de especies o de equilibrios presentes.

En cuanto a la curva de p vs razén molar, como se menciona anteriormente, debido
a la poca cuantitatividad se observa curvatura a valores de r pequefias, no se puede
determinar la estequiometria de los complejos formados por este método
precisamente porque pueden estar involucrados mas de un equilibrio en la reaccion
y el método de razones molares clasico para la obtencién de la estequiometria
comunmente en libros a nivel licenciatura solo lo plantean para una reaccion
cuantitativa mediante la interseccion de rectas perfectas en una grafica de p vsr,
sin embargo, si sera de utilidad para ajustar visualmente los valores experimentales.

Ahora bien, hasta el momento se ha exhibido una propuesta para la obtencion de
algunos paramentos fisicoquimicos como son las constantes globales de formacién
de manera que se tengan unos valores numeéricos previos antes de hacer uso del
programa computacional SQUAD.
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1.4 Hipotesis

Se sabe que la curcumina es una molécula muy
iInestable en medio acuoso, si se perturba el medio con
2-HPbCD (CD) o el medio de disolucion cambia, se
espera que la estabilidad mejore.
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1.5 Objetivos.

General

Determinar por espectroscopia UV-visible, fluorescencia o por polarimetria,
la estequiometria del o los complejos formados entre Curcumina y CD, en
medio acuoso y en una mezcla equimolar DMSO/Agua a diferentes valores
de pH, asi como las constantes globales de formacion.

Particulares
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Obtener los espectros de absorcién y en su caso de fluorescencia o angulo
de rotacion del sistema Curcumina-CD a un cierto valor de pH

Ajustar los resultados experimentales en medio acuoso y mezcla equimolar
con el modelo robusto para especies monoméricas y diméricas, para
relaciones molares, en estequiometria 1:1, 1:2y 2:1

Determinar el pKm de la mezcla equimolar DMSO/Agua mediante una
valoracion acido-base seguida por potenciometria

Determinar el angulo de rotacion molar de la CD en medio acuso y en la
mezcla equimolar DMSO/Agua.

Refinar con SQUAD las constantes globales de formacién de la curcumina
en la mezcla equimolar DMSO/Agua con datos de espectrofotometria UV-vis
y de fluorescencia

Refinar con SQUAD las constantes globales de formacién de los equilibrios
formados en el sistema curcumina-CD, obtenidas con los datos
experimentales por Espectroscopia UV-vis en medio acuoso y mezcla
equimolar DMSO/Agua

Determinar el angulo de rotacion molar de la(s) especie (s) formada (s) en
medio acuoso y en la mezcla equimolar DMSO/Agua por polarimetria.




Capitulo Il Experimentacion

2.1 Instrumentacion

Espectrofotometro UV-vis Perkin EImer lambda 950

Celdas de cuarzo Perkin EImer de 1cm de longitud de paso 6ptico
Espectrofotometro de fluorescencia Perkin ElImer LS 55
Potenciémetro Sesion PH 31 Hach

Polarimetro Anton Paar MCP 300

Electrodo combinado de vidrio Ag/AgCl de gel 5010T
Recirculador LAUDA E300

2.2 Medio acuoso

En principio, basandonos en los valores de pKa reportados por Bernabé-Pineda 2%
se plantea evidenciar la interaccion de Curcumina con CD con cada una de las
especies que predominan a un cierto valor de pH

pKA1 = 10.51
pKA2 = 9.88
pKA3 = 8.38

Asi que se hara un estudio a un valor de pH constante en que predomine alguna
especie variando la concentracion de la CD.

fraccion

Figura 2.2.1. Diagrama de distribucion de especies para Curcumina obtenido a
partir de datos reportados. [?1l
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Sistemas predominio de la especie Cur®

Se preparan las siguientes soluciones, una vez preparados los sistemas se obtiene
el espectro de absorcion y el angulo de rotacion a 589nm.

Solucién 2.5x10*M y 2.08x10° de Curcumina en NaOH 0.01 M valorada J.T Baker,
almacenada en un frasco ambar (pH cercano a 12, predominio de la especie
totalmente desprotonada).

Estudio de estabilidad

Se realiza previamente una cinética de la curcumina seguida por espectroscopia
UV-Visible, ya que como se menciona anteriormente ésta se descompone a pH
alcalino.

1.82
1.8 [,

1.78 °

1.76 @
1.74 °e . -

1.72 0o,
1.7

1.68

Absorbancia

0 50 100 150 200

Tiempo/min

Figura 2.2.2 Gréfica de absorbancia a 470nm de curcumina 2.08x10° M en
funcién del tiempo

Al cabo de 200min solo se descompuso el 4.2% por lo tanto podemos hacer una
valoracion puntual a este pH para evitar tener una cierta fracciébn de concentracion
de moléculas de descomposicién de curcumina incluida parcial o totalmente en la
ciclodextrina.

Se preparan diferentes sistemas manteniendo constante la concentracion de
curcumina 2.5x10°M con 0<[CD]<0.09M, en fresco y almacenados en frasco
ambar

El agua de disolucion es desionizada en Mili-Q a 18.5 MQ, fria (T=18°C)y
burbujeada en nitrégeno.

Sistemas pH de predominio HCur?®

Se preparan las siguientes soluciones, una vez preparados los sistemas se obtiene
el espectro de absorcion.
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Solucién 2.5x10*M de Curcumina en NaOH 10° M valorada J.T Baker, almacenada
en un frasco ambar (pH aproximadamente 10, predominio de la especie totalmente
monoacida).

Estudio de estabilidad
Se realiza previamente una cinética de la curcumina seguida por espectroscopia
UV-Visible, para comparar con la cinética a pH 10.

12

Absorbancia
o o ©
= [=)] [s.2] =
®
®
®

©
[

0 20 40 60 80 100
tiempo/min
Figura 2.2.3 Gréfica de absorbancia a 460nm de curcumina 2.3x10° M en funcién
del tiempo.

Al cabo de 90 min se descompuso el 30%, a este pH se tiene una ventana de trabajo
menor a 20 min para evitar la interaccion de algin compuesto de degradacion de la
Curcumina con CD, se espera mejorar la estabilidad, aunque sea en una ventana
de tiempo mayor.

Se preparan diferentes sistemas de Curcumina 2.5x10° M con 0<[CD]<5x10°M,
en fresco y almacenados en frasco ambar.

El Agua de disolucién es desionizada en Mili-Q a 18.5 MQ, fria (T=18°C) y
burbujeada en nitrégeno.

Para ambos estudios experimentales se alimentan los espectros de absorcion al
programa computacional estadistico Minitab 16 para obtener el nUmero de especies
absorbentes o fluorescentes mediante PCA, se realizard un ajuste visual con el
modelo de especies mono y diméricas y por ultimo se refinaran las constates
globales de formacién con SQUAD.

Hasta ahora, como previamente nos describe Bernabé-Pineda a pH 12 la molécula
curcumina es mas estable que a otros valores de pH.

Ahora bien, si con la perturbacion del sistema con CD la curcumina no se estabiliza,
se propone la alternativa de cambiar de disolvente por una mezcla.
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2.3 Mezcla equimolar DMSO/Agua

Valoraciéon de 20mL de Mezcla equimolar DMSO/Agua en HCIO4 10“M con NaOH
5x10“4M

Solucién de 4.75x10°M de curcumina disuelta en mezcla equimolar DMSO-Agua
para una valoracién continua con NaOH 102M

Sistemas de 5mL de Curcumina 9.5x10°M disueltas en mezcla equimolar DMSO-
Agua variando el pH de cada uno con NaOH hasta pH 16

Solucién 3.17x10°M de curcumina en presencia de CD 0.03M variando el pH con
NaOH 102M

Solucién 3.9x10°M Curcumina en mezcla equimolar, se ajusta el pH a 15, 14, 13y
12 con NaOH 1M valorada J.T Baker.

Solucion 0.2M de CD, de reactivo de reactivo Kleptose HPB 4.5 en mezcla
equimolar

El agua desionizada utilizada para estos experimentos también es burbujeada en
N2 y también se protege de la luz y la temperatura se impone a 20°C
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Capitulo Il Resultados Medio acuoso

Para el estudio de interaccién de la molécula curcumina con CD se mantiene
constante el pH para asegurar la abundancia relativa o predominio de una especie
segun lo reportado por Bernabé-Pineda 21,

0.8 pKA3 =  10.51
50.6
3 pKA2=  9.88
Lo.4
pKAl= 838

o
(8

5 6 7 8 Fﬂ'l 10 11 12 13

Figura 3 Diagrama de distribucion de especies de Curcumina construido con las
constantes globales de formacion reportadas.

3.1 pH=10.140.2, predominio de la especie HCur?

A continuacion, presento los espectros de absorcion de una valoracion puntual de
curcumina 2.5x10°M con 10°M<[CD]< 5.0x10°M se obtuvieron los espectros de
absorcion a t=30min después de la preparacibn para tener un estado
pseudoestacionario, los cuales se siguieron hasta por 23 horas.

Se obtuvieron los espectros de absorcion a t=30min (figura 3.1) a 456nm se observa
un efecto hipocromico-batocrémico, los espectros permaneces constantes hasta
40min, a t=120min, aunque se observa una disminucion contante en la absorbancia
para cada sistema, esto nos hace pensar que a pesar de la adicion de CD la
curcumina sigue su procedimiento de degradacion.

En cuanto a la grafica de Absorbancia en funcion de pCDtotal, se decide representar

de esta manera los valores por la interpretacion que es semejante a las graficas en
funcion del pH, es decir, los puntos de inflexion representaran un equilibrio.

pag. 19




——0.00 1.2
1 0.0000100 € 1 °® ¢
[ =
= ==-0.0000130 in 0.8 ¢
0.8 = ©

p 0.0000190 <06
S — - =0.0000160 0.4
gO.G & 4.8 5.3 5.8 6.3
: + =0.0000229/ "~ pCDtotal
204

o
(V)

250 350 450 550
Longitud de onda/nm

Figura 3.1.1 Espectros de absorcién a pH 10.2 de valoracion puntual de curcumina
2.5x10°M con 10°M<[CD]< 5.0x10°M después de 30min, (inserto) grafica de
absorbancia a 456nm en funcién de pCDtotal a 20°C.

Como primera aproximacion se realiza un ajuste con los parametros descritos en la
tabla 3.1

Tabla 3.1 Parametros utilizados para la simulacién de la valoracion de curcumina
con CD apH 10.2

[Cur]total 2.5x10°
kCur 461nm 40937
kCurCD2461nm 5000
logp2 10.300
1.2 1.2
1 1
o o
g 0.8 g 0.8
£ 06 3 06
9 3
£ 04 204
0.2 0.2
0
0
0 0.5 1 1.5 2
a4 4.5 5 5.5 6
pCDtotal r
a) B)

Figura 3.1.2 Ajustes con el modelo de especies mono y diméricas a pH 10.2 de
valoracion puntual de curcumina 2.5x10-°M con 10°M<[CD]< 5.0x10°M después de
30min. a) Absorbancia 461nm funcién de pCDtotal y b) absorbancia 461nm en
funcién de la razén molar.
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Se observa un buen ajuste de los datos experimentales, sin embargo, falta
corroborar a valores pCD total menores para lograr un mejor ajuste, esto haciendo
hincapié en que la constante global de formacion es muy alta, lo cual no es intuitivo
para la formacion de un complejo de inclusion.

Por otro lado, se esperaba que con la adicion de CD se estabilizara la curcumina,

sin embargo, al cabo de 1.5 horas la banda de 460nm comienza a desaparecer
hasta desaparecer como se muestra en la figura 3.1.3.

= = = 0.0000100

— -« 0.0000130

= « = (.0000190

0.8
3 !‘: \
2 ,/I A\ 0.0000160

x

_t.: 0.6 it ““
S 1 W = = = (0.0000220
o
< 0.4 Curcumina t=0

HPbCD 0.02M

-
—_— =

N

e

250 300 350 400 450 500 550 600
Longitud de onda/nm

Figura 3.1.3 Espectros de absorcion de curcumina al cabo de 20 horas.

Uno de los objetivos de este trabajo es estabilizar a la curcumina, pero como vemos
en la gréfica anterior esto no sucede por lapsos prolongados, cabe decir que
también se pueden explorar los sistemas con mayor cantidad de CD y asi evidenciar
la existencia de otras especies que probablemente sean mas estables.

Aunque, a pH basico Bernabé-Pineda ?2 noté una descomposicion mas rapida a

pH mas altos, es decir con la especie totalmente desprotonada, por tanto, se prueba
con otro pH.
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3.2 pH=11.41+0.15, predominio de la especie Cur®

Para los sistemas a pH 11.41+0.15, donde predomina la especie totalmente
desprotonada: Otra forma de resolver el problema de la descomposicién es que a
pH de 12 es estable hasta por 3 Horas segun reporta Bernabé Pineda ?1 los
espectros de absorcion de curcumina con [CD] de 0 a 0.089 los vemos en la figura
3.2.1

........ °
5 0.00133 0.00150 , .
()]
----- 0.00999 — — -0.01499 8 o
/ c [ ]

15 f 21.8
© -+ = 0.02331 = —0.0333/ 5
S ! 2 ® A(472nm)
s 1 <16 e
3 0.05995 666 ° , t=10min
o1
8 1.4
< 0.08992 .

pCD total

/(;/\

1 12 14 16 1.8 2 22 24

230 280 330 380 430 480 530 580 630

longitud de onda/nm

Figura 3.2 Espectros de absorcion de valoracién puntual de curcumina 3.02x10° M
con 0<[CD]<8.9x10°M y absorbancia en funcién de pCD total a t=10min a T=20°C.

Vemos a 460nm un efecto hipocrémico a concentraciones 0.03>[CD], después una
banda mas ancha con efecto hipercrémico a concentracién 0.06M de CD y por
altimo una banda con un efecto hipocrémico a 0.089M de CD.

Ademas ponemos notar un cambio en la banda de 280nm conforme la [CD] aumenta
ésta se desplaza, lo cual concuerda con lo reportadol?3, que la interaccion entre
Curcumina y CD es por los anillos aromaticos.

El comportamiento de cada sistema se siguié en el tiempo para observar cambios
en los espectros de absorcion y pasadas entre 3 y 4 horas los espectros de
absorcion permanecieron constantes como se observa en el espectro con CD
0.0667M
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Absorbancia

1.8

16 = 10min . 8 8

1.4 2 &“

‘ 25min o 8

1.2 o ’

1 asmin 818

0.8 ] ©A(472nm), t=4horas

05 | Bhores 216 ® A(472nm), t=10mi

0.4 e nm), t=10min

4 horas

0.2 1.4

0 1 12 14 16 18 2 22 24
230 330 430 530 630 730 pCD total

Longitud de onda/nm

Figura 3.2.2 Espectros de absorcion de curcumina 3.02x10° M con CD 6.67x102M
a diferentes intervalos de tiempo. Y comparacion de absorbancia a 472nm a
t=10minutos y 4horas en funcién de pCD total.

Con esta informacion suponemos un estado estacionario entre 3 y 4 horas.

Se realizé PCA en Minitab 16 para calcular el nimero de componentes principales,
en este caso, se interpretan como el numero de especies absorbentes; a
continuacion, vemos la grafica de coeficientes en funcion de la longitud de onda.

0.15
e PC1 PC2 PC3 4

e S S —
230 330 439\/ 530 630

0.05
-0.05

-0.15
Figura 3.2.3 PCA de espectros de absorcién de valoracion puntual de curcumina

3.02x10° M con CD de 0 a 8.9x102M.

La varianza acumulada del 100% segun reporta Minitab es para 3 componentes, sin
embargo, el redondeo que hace Minitab es en la centésima.

Después de realizar ajustes con 1y 2 equilibrios, se consideran 2 equilibrios para el
mejor ajuste visual de absorbancia a 471 y 525nm en funcién de pCDtotal, las
gréficas tedricas en funcion de pCD total y [CD]/[Cur] se construyen con la
informacion siguiente:

[Curcumina]total= 3.02x107° A 471 525
log Betal = 0.206 kCur 69594 20000
log Beta2 = 2.010 KML 15090 10000

kML2 20800 180000
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Figura 3.2.4 Ajuste de datos experimentales con el modelo de especies
monomeéricas

a) Lineas continuas (tedricas): Roja A (471nm) y Negra (525nm) en funcién de
pCDtotal y los marcadores en circulo son los valores experimentales.

b) Lineas continuas (tedricas): Roja A (471nm) y Negra A (525nm) en funcién de
[CDJ/[Cur] y los marcadores en circulo son los valores experimentales.

El ajuste a los factores de respuesta y las constantes globales de formacion es
bueno Unicamente si el anfolito CurCD dismuta, con esa informacién construimos el
diagrama de distribucién de especies en funcion de pCD libre.

1

- onomon o
-

-

/ = === Cur
0.5
eeeeess CDCur

fraccion molar

—_”

0.3 0.8 pCD 1.3 1.8 2.3

Figura 3.2.5 Diagrama de distribucion de especies, la interseccion de las curvas
representa el logKr de cada especie.

Debido a que es poco probable, en el sentido de no ser intuitivo, que el anfolito de
estequiometria 1:1 no predomine, a partir de estos equilibrios se alimentan los
espectros de absorcion al programa computacional SQUAD para verificar el valor
de la constante global de formacion ademas de obtener los coeficientes de
absortividad.

Equilibrio considerado para el refinamiento de la constante global de formacién (por
simplicidad se omite la carga):

Cur + 2CD - Cur(CD),

A continuacion, se presenta una tabla con los parametros estadisticos del
refinamiento:
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Equilibrio LogB o

Cur + 2CD — Cur(CD), 2.4169+0.0122 3.0943e-02

Ahora bien, como la desviacién estandar del ajuste es relativamente alta, otra
propiedad que calcula SQUAD son los coeficientes de absortividad molar
presentados en la figura 3.2.6

1.E+05
7 Cur f\
= gE+04 = =Cur(HPBCD)2

) . ‘x
T
8 5 6.E+04
c = X
) ©
s 3 4.E+04 \
>
8 § 2.E+04

£ 0.E+00

250 350 450 550 650

Longitud de onda(nm)
Figura 3.2.6. Coeficientes de absortividad molar con barras de error, calculados por
SQUAD para el modelo de un equilibrio, de las especies Cur y Cur(CD)2 en funcion
de la longitud de onda.

Con los coeficientes de absortividad molar se obtienen los espectros de absorcion
ajustados para compararlos con los espectros experimentales, se muestran algunos
en la figura 3.2.7

Ajustado 2.88
2 ~
-_— =288 /
. Ajustado 1.22
g S e a122 //
S Ajustado 1.05 //
o 1
S - =1.05
(%]
Q
< 0.5
0
250 350 450 550 650
Longitud de onda/nm

Figura 3.2.7 Comparacion de espectros de absorcion calculados a partir de los
coeficientes de absortividad molar obtenidos por SQUAD y espectros de absorcion
experimentales a 3 valores de pCDtotal.

Como podemos verificar existe un buen ajuste en diferentes sistemas, asi que se

corrobora que, en efecto, el anfolito no puede predominar en las condiciones
experimentales trabajadas.
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Estudio de Polarimetria

También se obtuvo el angulo de rotacion de cada sistema medido a 589nm tomando
en cuenta el angulo de rotacion molar (pendiente de la recta), observando que es
diferente en ausencia de curcumina; aunque la diferencia no sea aparentemente
muy significativa, es de interés porque estamos evidenciando que los centros
asimeétricos, es decir, los C2 de las unidades fundamentales no estan siendo muy
afectados por la interaccion con la curcumina.

10

a = (173.23 + 0.792)[CD] + 0.0236 + 0.012 *mol/
r? = 0.9996

= (177.76 £ 0.51%)[CD] — 0.0135 + 0.0256 ™oL/,

angulo de rotaciéon/°
O B N W & U OO N 00 ©

r?2 = 0.9999
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
[cD]

Figura 3.2.8 Angulo de rotacién en funcién de la concentracién de CD a T=25°C y
A 589nm, con curcumina (marcador negro) sin curcumina (linea roja).

Por ultimo, para evidenciar que el exceso de ciclodextrina si estabiliza a la
curcumina, se obtienen los espectros de absorcién seguidos por 4 horas y por 4
dias presentados en la figura 3.2.9

1.8 S
1.6 42 N, ——d4dias
o’ - - i
1.4 P4 \ 10min
© 7 \ 25min
5 1.2 4 \ 45min
_czs 1 \ 3 horas
S 08 | \:----4 horas
0 XN
206 -
0.4
0.2
0 -
230 330 430 530 630
Longitud de onda/nm

Figura 3.2.9 Espectros de absorcion de 3.02x10° M con [CD] 6.7x102 M en
diferentes intervalos de tiempo.

A pesar de los cuidados tenidos, frascos ambar (totalmente cerrados), el pH no pudo

mantenerse constante a 11.15, al cabo de 24 horas, variaba en cada sistema de
11.756 hasta 10.302, sin seguir algun patron, en principio se pensé que debido al
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NaOH para ajustar el pH inicial, éste podria estarse carbonatando haciendo asi el
pH mas acido, sin embargo aun quedaba la interrogante del porque habia
aumentado el pH de algunos sistemas, asi que se planteé que debido a los grupos
OH- que tiene la ciclodextrina pudiera tener al menos un pKa, que no esta reportado
para la 2-Hidoxipropil B- ciclodextrina, pero se espera sea cercano al de la -
ciclodextrina que es 12.2 122

Determinacion del pKa de la 2-Hidoxipropil B- ciclodextrina (CD)

Se planted realizar una valoracidn potenciométrica, para comparar con una
valoracion clasica de un &cido con base ambos fuertes y con la de CD en base
fuerte; en la figura 3.2.10 se muestran las gréficas tedricas.

La construccion de las curvas tedricas se ajustd a los experimentales cambiando el
grado de carbonatacion y el logP del equilibrio asociado a la desprotonacién de la
CD, los pardmetros usados para el ajuste se muestran a continuacion:

Tabla 3.2.1. Pardmetros usados para el ajuste de los datos experimentales
obtenidos de la valoracién de &cido-base en ausencia y presencia de CD.

Creal 4cido = 0.0556 M carbonatos

Creal de NaOH = 0.00196 M logBetal = | 10.33
C*carbonato= 0.00002 M logBeta2 = | 17.13
Co NaOH nominal 0.002 pKw = 13.9
Porcentaje 1 % CDh

Creal CD 0.1 logB1 12.05

10.5
8.5
I
Q.
6.5
i
4.5 e
‘h-
A/ I =
25 e e e
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
VHCI/mL

Figura 3.2.10 Curvas tedricas de valoracion de 10mL de solucién 2x10-3M de NaOH
con HCIO4 5.56x102M (Lineas negra) y de 10mL de CD 0.1M en NaOH 2x10:M
con HCIO4 5.56x102M (linea roja) considerando un 1% de carbonatacién. Los
marcadores son los datos experimentales a T=21°C
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Una alternativa para evidenciar si la CD tiene al menos un pKa fue la polarimetria,
a continuacion, se presenta la gréafica tedrica y la obtenida en la valoracién puntual.

[a]lesp CD 177.76 °Lmol-1dm-1 [a]lesp CD- 173.5 °Lmol-1dm-1 pKAl =12.05

10.5 11.5 12.5 13.5
pH

Figura 3.2.9 Curva teérica de valoracién puntual seguida por polarimetria a
A=589nm y T=25°C de 3mL CD 0.02M (Linea continua) y experimental ajustando
con NaOH (Marcadores).

Como se puede apreciar, el angulo de rotacibn cambia casi 0.1°, ajustado los
parametros de log asociado a la desprotonacién de CD y angulo de rotacién molar
de cada una de las especies.

Tomando en cuenta que se ha tratado evidenciar que existe interaccion de
Curcumina con CD, en las condiciones experimentales trabajadas no se pudo hasta
ahora, controlar el pH de la especie totalmente desprotonada en medio acuoso y en
cuanto a la especie totalmente protonada no hubo cambio alguno en su espectro de
absorcidén, se prueba cambiar de disolvente, no solo para probar si la curcumina es
estable a diferentes pH sino también para evidenciar si se forma el complejo 1:1 o
bien, cual es el complejo mas estable.
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Capitulo IV Resultados Mezcla Equimolar DMSO/Agua
4.1 Determinacion de pKwm

Para poder realizar un buen estudio de alguna propiedad luminiscente en funcién
del pH se valoré HCIO4 2x10-°M en la mezcla equimolar con NaOH 5x10-M.

Se realiz6 un ajuste a una curva calculada con la ecuacion de electroneutralidad
ajustando el valor de pKwm, el cual como es de esperarse es mayor al de agua, por
la polaridad del DMSO y porque ademas es aprotico.

Creal de NaOH = 0.00046M  Carbonatos
Ccarbonato= 0.000215M logBetal = 10.33
CNaOH nominal 0.0005M logBeta2 = 16.69
Porcentaje 4.3% pKm = 17.5
135
115
9.5 e odelo...
T O pHcorr
7.5
5.5
3 o (USRI
0.0 1.0 2.0 3.0 vfrﬂL 5.0 6.0 7.0 8.0

Figura 4.1.1 Curva de valoraciéon de HCIO4 10*M con NaOH 5x10“M teérica (linea
continua) y experimental (marcadores) en mezcla equimolar DMSO/Agua a T=21°C

En la grafica del ajuste de datos experimentales de la valoracion de acido con base
fuertes en mezcla equimolar DMSO-Agua observamos que el ajuste se logra solo
incluyendo un 4.3% de carbonatacion de la sosa, que es evidente por la ligera
inclinacién en el punto de equivalencia 'y un pKmde 17.5.

Ademas del ajuste visual también se calcula a partir de la siguiente ecuacion:
pH = pKy — pOH
Definimos pOH

VBaseCNaOH - écidoCécid())

OH = —1 (
p 8 Vtotal
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Ahora el pH es el valor en el cual la curva permanece constante, este es 13.42

Despejando pKwm
pKy, = 13.42 + pOH = 13.42 — log(

7.4mL * 0.000457M — 20mL = 0.001M)
27.4mL

pKy =17.718

Ahora bien, la variacion es de 0.2 unidades, aunque para la autora resultaria mas
correcto el valor obtenido por el ajuste con el modelo a partir de la ecuacion de
electroneutralidad, ya que por el segundo método seria mejor estimado el valor del
pKwm si se tuvieran mas puntos experimentales para obtener una recta totalmente
horizontal.

4.2 Caracterizacion de CD en mezcla DMSO-Agua

Una vez que se determina a cudl valor de pH podemos medir en base a la
determinacion del pKwm, se procedi6 a caracterizar polarimétrica vy
espectrofotométricamente a la CD, para determinar cualquier diferencia con
respecto al medio acuoso.

35 a = 153.07+1.78°[CD] + 0.0713+0.1881°mol/L

2 30 R?=0.9993

c

2 25

©

5 20

3 15

210

oo

S 5

0 0.05 0.1 0.15 0.2
[cD]
Figura 4.2.1 Curva de calibracion de CD a pH 9 T=25°C y A=589nm en mezcla
equimolar DMSO/Agua

En la grafica anterior mostramos que si hay un efecto en el angulo de rotacion molar,
es decir, los centros asimétricos C2 de la unidad fundamental estan siendo
afectados también por el cambio de disolvente siendo éste, menor que en solucién
acuosa.

Con respecto al espectro de absorcion, tenemos casi el mismo comportamiento que
en medio acuso
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0.6
0.5
0.4
9
50.3
2
90.2
2
<01

0

250 300 350 400 450
Longitud de onda/nm
Figura 4.2.2 Espectro de absorcién de una solucion de [CD] 0.24M en mezcla
equimolar DMSO-Agua.

Observamos que en comparacion con el espectro de absorcién en medio acuoso,
el maximo a 265nm aumenta casi al doble, sin embargo, no interferir en el estudio
de la interaccion con la curcumina.

4.3 Determinacion de constantes de acidez de curcumina (UV-vis)

Ahora bien, para discernir que especie predomina a un cierto pH, se realizé una
valoracién continua y puntual de Curcumina en la mezcla equimolar DMSO/Agua.
Vemos cambios notables en los espectros de absorcién una vez que cambiamos el
pH de la solucién

25 |

© 9.998
= 10.432
+ 10.734
4 11.200
x 11.559
x 12.052
13.032
- 13.639
+ 14.354
= 14.787
~ ©15.525

15.612
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
A 15.715

Absorbancia

Longitud de onda (nm)

Figura 4.3.1 Espectros de Absorcién de la valoracion continua de curcumina
4.73x10°M con NaOH 0.01M y en el inserto espectro inicial y final corregido por
efecto de dilucion en mezcla equimolar DMSO-Agua a T=20°C
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Sin embargo, al agregar acido concentrado para volver al espectro original, solo
afectado por el efecto de dilucion, hubo gran cambio tanto en la magnitud de la
absorbancia como en la forma del espectro, asi que se procedié a valorar
puntualmente para descartar cualquier tipo de descomposicion en este medio.

0.5 Emih O 9.358 o 9.831
0.45 TN 10.539 X  10.644
=g ”ﬂ X 10962 = 11.095
0.4 o ”
. OO
0.35 g° o é—: a\ "‘.{;;:...,‘ = 11.26 O 11.544
3 3 PG T R e _‘ + 11989 O 12.229
c & al ‘\\‘: as88”0g ® XXxx
'§ 0.25 :?;,.:11 o :: o . o 12.786 14.07
£ 02 S e - a8
< Rt Wil — -15.467
0.15 oaatiii) '
01 Y AN N =———15.864
T L. N 16.101
0.05 ° l;boooooooooo.." >$$< .
0 ..lllllllllllllll;;;;;;.'._.,., Rt L0
300 350 400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda/nm
Figura 4.3.2 Espectros de Absorcion de la valoracion puntual de curcumina
9.505x10%M ajustando valores de pH con NaOH 0.1M en mezcla equimolar DMSO-
Agua a T=20°C
Aparentemente la serie de espectros sigue la misma tendencia, pero, lo mas notable
es el cambio en los valores de pH

& AC(575nm) ® AP(570nm)
25 . ®AC(435nm) ® AP(435nm)g g 25 o o
o 2 g, - 05 g 2 o .‘\ 03
£ - 04 S15 L
s 1.5 L) ’ @l [ Y %
o ". 0.3 < 1 L Y 0.2
s 1 * w' ' 2 N *
E Some ¢ 8 e <05 oo’ *, % o
< 0.5 L 01 w Q~
L o 0 *@ )
9 11 13 15
11 13 15 i
a) Longitud de onda/nm b) Longitud de onda/nm
C) 25 0.5
* [}
@ 2 AC(485nm) AP(485n 0.4
(%]
§1.5 ¢ 0.3
= *
g1 &% 0.2
] o
0.5 oM ReelRee® 0.1
0 -0
9 11 13 15
Longitud de onda/nm

Figura 4.3.4 Comparacion de las graficas de la valoracion continua y puntual, en
mezcla equimolar DMSO-Agua, de la absorbancia a una cierta longitud de onda vs
pH

a) 435nm, b) 575nm, c) 485nm
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En base a las figuras anteriores tomando en cuenta la valoracién puntual, que es
mas confiable, podemos observar 2 puntos de inflexion bien definidos a pH
aproximadamente 10.9, 11.5 y el dltimo estaria cercano a 14.8, sin embargo, no
esta bien definido.

El tratamiento de datos obtenidos experimentalmente en adelante ya solo se expone
para la valoracion puntual, ya que se ha obtenido mayor y mejor informacion que de
la valoracion continua.

Se corri6 PCA para calcular los componentes principales, o que interpretaremos

como las especies que absorben de manera diferente, es decir, que tengan
coeficientes de absortividad distintos en nuestro sistema.

0.08

-0.12
———PC1 PC2 PC3 — - -PC4 - — -PC5
fraccion de
. 0.754 0.212 0.031 0.003 0
varianza
Varianza
0.754 0.966 0.997 0.999 1
acumulada

Figura 4.3.5 Grafica de componentes principales de espectros de absorcion de
valoracion puntual de curcumina 9.505x106 M en mezcla equimolar DMSO-Agua y
tabla de varianza proporcionada por PCA.

Ahora segun PCA tenemos 5 especies que absorben diferente en el sistema, sin
embargo, basandonos en la proporcion de varianza con la que contribuye el
componente principal 5 es casi despreciable ademas de que al ser graficado éste
ya presenta ruido, asi que se toman solo 4 especies.

Posteriormente se plantean 3 equilibrios independientes que se alimentan al
programa SQUAD para el refinamiento de las constantes acidez.

Cur3~ + HY* - HCur?” logB,
Cur3” +2H* - H,Cur~ logp,
Cur3” +3H" > HiCur logps
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El refinamiento proporcionado por SQUAD se muestra a continuacion

Modelo pKato LogPB o o ajuste (U/n)

Cur®™ + H* - HCur?™ 15.340£0.008 15.340%0.008

Cur3™ +2H* > H,Cur~ 11.753:0.019 27.101#0.011 5.331x10? 1.970x10°3

Cur®™ +3H* —» HiCur  10.719+0.027 37.812%0.016

Ademas del refinamiento de las constantes globales de formacion, SQUAD también
nos provee de los coeficientes de absortividad molar de cada especie, éstos se
muestran en la figura 4.3.6.

5 5.0E+04
(1]
B!
>
£ 4.0E+04
o
3
o & = 3,0E+04
- O
o E &
9 o
2 £ 20E+04
o
0
U=
v 1.0E+04
(@]

0.0E+00

300 400 600 700

Longitud?:l%oonda/nm
Figura 4.3.6 Grafica de coeficientes de absortividad molar del sistema Cur-H en
mezcla DMSO-Agua refinados por SQUAD.

Haciendo uso de las constantes globales de formacion y coeficientes de
absortividad molar refinados por SQUAD construimos los espectros, que de ahora
en adelante seran espectros ajustados, con los espectros experimentales (figura
4.3.2) y sigmoides de absorbancia en funcion del pH (figura 4.3.7).

0.40

0.50 0.35

o 0.40 s 030
g E 0.25
_,é, 0.30 _g 0.20
§ 020 2015

<

< 0.10 0.10
0.05

0.00 0.00

300 400 500 300 400 500 600 700
longitud de onda/nm longitud de onda /nm
a) b)
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0.35 0.35
o 0.30 © 0.30
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S 0.25 g 0.25
[} ]
2 0.20 £ 3'20
o 2 0.15
8 0.15 K.
E 0.10 <010 ==
' 0.05
0.05 0.00
0.00 300 400 500 600 700
300 500 700 .
Longitud de onda/nm longitud de onda/nm
c) d)
0.50
0.40
il
€) £ 0.30
2
2 0.20
K-
<
0.10
0.00
300 400 00 600 700
Iongnudgeonda/nm
f)
0.6
A 436 O 568 O 486 ——435 ——570 485
0.5
£ 0.4
c
(5]
2 0.3
2
<02
0.1
0
9 10 11 12 pH 13 14 15 16
Figura 4.3.7 Comparacion de resultados experimentales a diferentes valores de pH.
a) pH 9.358
b) pH 10.539
c) pH 11.989
d) pH 14.3
e) pH 15.778

f) Graficas sigmoides de absorbancia a diferente longitud de onda en funcién
de pH. Lineas contindas ajustadas con datos de SQUAD y marcadores datos
experimentales
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Aparentemente los espectros ajustados y las curvas sigmoides representan
apropiadamente lo observado experimentalmente, pero para corroborar se apoyo
de otro método espectroscopico, la fluorescencia.

4.4 Determinacion de constantes de acidez de curcumina (Fluorescencia)

Ahora bien, otra manera de evidenciar el nimero de especies que estan presentes
en nuestro sistema recurrimos a la técnica espectroscopica de fluorescencia.

A continuacion, se muestran los espectros de excitacion y los de emision.

70 9,358 9.831 - - -10.644

ce0o | /S N\ 0 === 10.677 — - — 10.962 — — 11.095
2

8 — . -11.26 11.544 11.71
£ 50

S 2 11.989 ----- 12.053 - - - 12.538
< 40 i

S — —12.687 12.7 14.07
[

g30 | A S NN N\ meee 14.945 — — -14.945 15.406
©

3 15.467 15.718 — - - 15.913
2 20

c

2

£

[y
o

Py A

430 480 530 580 630 680
Longitud de onda /nm

Figura 4.4.1 Espectros de Emision (longitud de onda de excitacion, 405nm), de la valoracion
puntual de curcumina 9.505x10°M ajustando valores de pH con NaOH 0.1M en mezcla
equimolar DMSO-Agua.

La fluorescencia en este medio se ve favorecida en comparacion con el medio
acuoso, aungue al parecer el comportamiento es el mismo al menos para la especie
totalmente protonada, la cual presenta mayor fluorescencia, con forme aumentamos
el pH la florescencia va disminuyendo hasta un pH cercano a 13posterior a este
valor se observa como se va favoreciendo nuevamente el fenomeno luminiscente.

La herramienta estadistica PCA nuevamente nos sera de utilidad para proponer el
namero de especies involucradas en nuestro sistema.
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— - PC1 PC2 PC3 eeeeeee PCa
Fraccion de varianza 0.784 0.193 0.023 0.001
Varianza acumulada 0.784 0.976 0.999 1

Figura 4.4.2 Grafica de componentes principales de espectros emision de
valoracion puntual de curcumina 9.505x106 M en mezcla equimolar DMSO-Agua y
tabla de varianza proporcionada por PCA.

En este caso PCA nos calcula 4 especies que tienen un fenbmeno luminiscente
diferente.

Con esta informacion, que hasta ahora concuerda con lo obtenido por UV-vis,
planteamos los mismos equilibrios y SQUAD nos proporciona la siguiente
informacion:

Modelo pKato LogB +o o ajuste (U/n)
Cur3 4+ H* - HCur?  15.624+0.016  15.624%0.016
Cur3™ +2H* > H,Cur~ 11.471:0.027  27.095:0.011 2.51x10° 2.96x10™

Cur™ +3H* > HyCur  10.668:0.019  37.763+0.008

El tratamiento de datos previo al andlisis con SQUAD fue dividir la intensidad de
fluorescencia entre 1000.

Ademas del refinamiento de las constantes globales de formacion, SQUAD también

nos provee de los factores de respuesta de cada especie, éstos se muestran en la
figura 4.4.3.
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Figura 4.4.3 Grafica de factores de respuesta del sistema Cur-H en mezcla DMSO-
Agua refinados por SQUAD.

Haciendo uso de las constantes globales de formacion y factores de respuesta
refinados por SQUAD construimos las curvas sigmoides de intensidad de
fluorescencia en funcion del pH (figura 4.4.4).

o
o
N

o
o
-

A 530 O 465=—465——530

o
(=]
G

o
o
5

Intensidad de fluorescencia

——lm e

9 10 11 12 13 14 15 16
Longitud de onda/nm

Figura 4.4.4 Graficas sigmoides de intensidad de fluorescencia a diferente longitud
de onda en funcion de pH. Lineas continlas ajustadas con datos de SQUAD y
marcadores datos experimentales

El ajuste proporcionado por SQUAD para los espectros de emision también
represento perfectamente lo observado de manera experimental, comparando con
lo obtenido por UV-Vis, las constantes globales de formacidn coinciden dentro de la
incertidumbre para cada método excepto el primero.
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Espectroscopia de fluorescencia Espectroscopia UV-Vis

Modelo pKa o Modelo pKa o
Cur3~ 4+ H* - HCur? 15.624%0.016  Cur3~ + H* — HCur?- 15.340+0.008
Cur3™ + 2H* —» H,Cur~ 11.471%#0.027  Cur3~ +2H* — H,Cur~ 11.753£0.019
Cur3 + 3H' - HsCur 10.668+0.019 Cur3  +3HT > H;Cur 10.719+0.027

Se muestra el diagrama de distribucion de especies para cada método.
1

U4 \

0.8 ’1 — = Cur 3.\\ / 0.8 I’_ -Cure‘- /
£0.6 ! \\ c . I' ----chri\/
oV . - e e e Hcur 2 J :90.6 ° . )

S - \ 8 | . /
goa | AT S0.4 o Ut H2cur/y
[+ . -
. c— \
0.2 0.2 * H3c¢ \
° \
. o / \
8 10 12 pH 14 16 18 8 10 12 pH 14 16 18

Figura 4.4.5 Diagrama de distribucién de especies de Curcumina construido con las
constantes globales de formacion refinadas con SQUAD, (izquierda) por
Fluorescencia, (derecha) por UV-Vis.

El cambio en la Ultima constante global de formacién entre un método y otro cambia
significativamente el predominio sobre todo de la especie H2Cur-.

4.5 Determinacion de constantes de acidez condicionales

Debido a que no existe algo reportado en cuanto al comportamiento de la curcumina
en la mezcla DMSO-Agua, tampoco existian estudios previos de la interaccién de
Curcumina-CD en mezcla DMSO-agua, por lo tanto, se realiza el estudio del efecto
gue tiene la adicion de CD al medio, es decir, que tanto se perturba el medio en
presencia de exceso de CD.
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- = = 14.39
- = =14,51
- - = 14.87
15.08
e+ 15.33
15.60

Absorbancia
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Longitud de onda/nm

Figura 4.5.1. Espectros de absorcion de valoracion de curcumina 3.17x10-5M en
presencia de CD 0.3M con NaOH 0.01M en mezcla equimolar DMSO-Agua.

Se aprecia un cambio sobre todo en los espectros correspondientes al intervalo de
pH al que predominan los anfolitos, sin embargo, las otras especies no estan
exentas de presentar algun cambio, es por ello que las constantes de acidez
condicionales son de importancia.

En la banda de 435nm observamos un efecto hipocromico y un desdoblamiento de
la sefal, conforme el pH aumenta, se aprecia una banda a 550nm que presenta un
efecto hipercrémico-batocromico y a la par se observa una banda a 507nm, por
altimo, a pH muy altos la banda a 480nm aparentemente sin cambio.

Como primear evidencia se muestra la comparacién de las curvas sigmoideas del
experimento sin y con CD.

1.6
——A(435)  ——A(485) O A(435) O A(480)
1.4 0
a
1]
2 1.0
2
_2 0.8 M
O 0000
0.6
0.4
10 11 12 13 14 15 16
pH

Figura 4.5.2. Curvas de absorbancia en funcién de pH, (lineas continuas) valoracion
puntual de curcumina 3.17x10°M y (marcadores) en presencia de CD 0.3M con
NaOH 0.01M en mezcla equimolar DMSO-Agua.
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Se observa un cambio drastico en la tendencia presentada a 485nm, es mas
ilustrativo observar los espectros de absorcion, que en comparacion con la figura
4.5.1, los anfolitos estan siendo mayormente perturbados que las especies neutra y
totalmente desprotonada.

Una vez analizados los espectros por PCA, obtenemos 4 especies de distinto
coeficiente de absortividad molar.

0.3
’\
/

\

7/
5 asp X /4/
01250 300 350 408-_/450 500 550 600 650 700

e PC1 PC2 PC3 PC4
Fraccion de varianza 0.831 0.141 0.014 0.013
varianza acumulada 0.831 0.972 0.986 0.999

Figura 4.5.3 Gréfica de componentes principales de espectros de absorcién de
valoracion puntual de curcumina 3.17x10°M en presencia de CD 0.03M en mezcla
equimolar DMSO-Agua y tabla de varianza proporcionada por PCA.

Ahora bien, planteamos distintos modelos a SQUAD para el refinamiento de
constantes globales de formacion y coeficientes de absortividad, siendo el
estadisticamente mejor cuando el anfolito HCur 2~ dismuta:

Modelo pKato LogP o o ajuste U/n
Cur® + H* = HCur?" 14.068+0.036 14.068+0.036
Cur~ + 2H* > H,Cur~ 152540049 29.322¢#0.013  1.649x10?  1.95x10?
Cur®~ +3H" - H;Cur 10.748+0.029  40.068+0.016

Los coeficientes de absortividad molar estan bien calculados excepto el del anfolito
HCur 2~ , se ahi que la desviacion del ajuste no sea baja.
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Figura 4.5.4 Gréfica de coeficientes de absortividad molar del sistema Cur-H-CD en
mezcla DMSO-Agua refinados por SQUAD.

A pesar de que la desviacion estandar del ajuste es relativamente alta se logra un
buen ajuste en los espectros y curvas sigmoides:
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1.6 = A(435) — A(480) O A(435) O A(480)
1.4
1.2
1.0
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o 0.6
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0.4
0.2

0.0
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ancia

Figura 4.5.5 Comparacion de resultados experimentales a diferentes valores de pH.
a) pH 10.193
b) pH 13.800
c) pH 15.603
d) Graficas sigmoides de absorbancia a diferente longitud de onda en funcion
de pH. Lineas contintas ajustadas con datos de SQUAD y marcadores datos
experimental.

Una vez realizado el ajuste a lo observado experimentalmente, corroboramos, que
en efecto el anfolito HCur? dismuta en presencia de CD.

A continuacién, se presenta el diagrama de distribucién de especies:
1

0.8 e Cur 3-
:S 0.6 e Heur 2 -
9
@
& 04 — H2cur -

0.2 e H3cur

0
5 7 9 11pH 13 15 17

Figura 4.5.6 Diagrama de distribucion de especies de Curcumina en presencia de
CD construido con las constantes globales de formacion refinadas con SQUAD.

A pesar de que el anfolito dismuta, el equilibrio asociado es representativo, ya que
sin él la estadistica en SQUAD empeora
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4.6 Estudio de estabilidad de cada especie seguido por
espectroscopia UV-Vis

El hecho de cambiar de disolvente, también podria influir en la estabilidad de la
curcumina y también en las interacciones entre la curcumina y la CD, asi que se
realiz6 una cinética para verificar la estabilidad de la Curcumina, por ejemplo, 9, 11

y 16, para formar los complejos de inclusion y verificar su estabilidad
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& =
’ ‘\ ---pH 16.25
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Ne]
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0
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Figura 4.6.1 Espectros de absorcion de curcumina a diferentes pH y grafica de
absorbancia a longitud de onda maxima en funcién del tiempo a T= 20°C

Como puede apreciarse en la figura anterior, a pH de 11.1, ocurre un cambio
drastico en la absorbancia a t=45mim, asi que se tratara de formar complejos de
inclusion a diferentes pH haciendo hincapié en la especie menos estable.
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4.7 Estudio de interaccion de Curcumina pH 9.239 (especie
totalmente protonada)

Segun pruebas seguidas por RMN del equipo de trabajo en el laboratorio de quimica
analitica de la UAM-I la curcumina en esta mezcla, es estable (a pH de la mezcla)
hasta por mas de un mes, asi que se hace una valoracion puntual con ciclodextrina.

4
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3.5

3 A(435)

Absorbancia
~ corregida ~
N

N
n
w

1.8 pCD total2.8

Absorbancia
=
- (9] N

©
"

250 300 350 400 450 500 550
Longitud de onda

Figura 4.7.1 Espectros de absorcion de la valoracién continua de curcumina
4.07x10°M con 0<[CD]<103M (inserto) absorbancia corregida por efecto de dilucion
a 435nm en funcién de pCD total en mezcla equimolar DMSO-Agua a T=20°C

2 4 =153.9°(mol L-1) + 0.0077°mol L-1
S R? = 0.9994
© 1.5
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Figura 4.7.2 Grafica de angulo de rotacion en funcion de la concentracion de CD
de la valoraciéon continua de curcumina 4.07x10-°M con 0<[CD]<10°3M en mezcla
equimolar DMSO-Agua

Se observa un efecto hipercromico en la banda de 270nm, sin embargo, no estaria
asociada a alguna interaccion, sino, a la contribucién de la CD y de la Curcumina.
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Considerando la gréfica de Absorbancia en funcién de pCD vemos que el efecto
hipocrémico en la banda de 430nm es Unicamente debida al efecto de dilucién en
el sistema. Y en la gréfica de polarimetria, el &ngulo de rotacién molar no tiene efecto
significativo en la presencia de curcumina.

4.8 Estudio de interaccion de Curcumina pH 11.26 (especie H>Cur’)
Se analiza este caso, por la evidencia de la descomposicion poco antes de una

hora, se trata de evidenciar la interaccion entre Curcumina-CD y ademas si puede
inhibirse la descomposicién

0.7 —0.01594 0.75 @ Acorr(550)
s @ Acorr(430) @ o ®
- - -0.01659 S0.65
0.6 s .
..... §0.55 -4
o 0.5 2 8 oo ‘.. o o
= 0.45
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o
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Figura 4.8.1 Espectros de absorcion de la valoracion continua de curcumina
3.89x10*M con 1.53x10?<[CD]< 2.2x10?M a pH 11.26. (inserto) Absorbancia a dos
longitudes de onda funcion de pCD total.

Se observa un efecto hipocromico en la banda de 432mn y en la banda de 544nm
un efecto hipercrémico-hipsocrémico, en cuanto a la gréfica en funcién de
pCDtotal se ve un punto de inflexion, debido a que el pH es constante estos
efectos solo se pueden atribuir a la formacion de otras especies.

Se calculan el numero de especies que absorben por medio de PCA en Minitab 16
obteniéndose de 2 a 3 componentes, por lo tanto, se puede decir que existen 1
equilibrio.

Es probable que, debido a la poca informacion recabada en esta actividad experimental
por la ventana de pH en la cual se puede realizar, no se pudo lograr un buen ajuste con el
modelo de especies mono y diméricas ni con el programa computacional SQUAD
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Conclusiones

Se han evidenciado diferentes interacciones tanto en medio acido como en medio
basico en medio acuoso y en mezcla equimolar.

En medio acuoso se obtuvieron log preliminares por ajuste visual entre un
modelo tedrico y los datos obtenidos experimentalmente que posteriormente
fueron corroborados por SQUAD.

En cuanto al comportamiento de CD en medio acuoso, se evidencio el pKa
aproximado de 12.05 por potenciometria y polarimetria.

Debido a que en medio acuoso dificilmente se pudo mantener estable el complejo
de inclusién formado con el exceso de CD a pesar de los cuidados como lo es el
burbujeo con N2, almacenamiento en frasco ambar y preparacion de sistemas en
fresco se decidié cambiar de solvente por una mezcla equimolar DMSO/Agua.

Se determind el valor de pKm de la mezcla el cual es aproximadamente 17.5, lo
cual es de gran ayuda para poder modelar valoraciones potenciométricas, ademas
se caracterizaron por polarimetria o UV-Vis tanto la CD como la curcumina en la
mezcla.

Se han comparado los efectos que existen tanto en curcumina, CD y en su
interaccién en medio acuoso en contraste con la mezcla equimolar.

Se determinaron las constantes de acidez por fluorescencia y absorcion y las
constantes de acidez condicionales en la mezcla DMSO-Agua Unicamente por
absorcion.

Se puso en evidencia la inestabilidad a pH 11 de curcumina en la mezcla DMSO-

Agua, ademas de realizar un estudio de interaccion Cur-CD-H en la mezcla
DMSO-Agua
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Perspectivas

Plantear un método para determinar la escala de pH en la Mezcla Equimolar
DMSO-Agua

Evidenciar si la CD se desprotona en una mezcla equimolar.

Experimentacién e interpretacion de espectros de fluorescencia y Curcumina-
ciclodextrina en medio acuoso y mezcla DMSO-Agua.

Experimentacién con CD y Curcumina a pH de predominio de las especies
faltantes en medio acuoso y mezcla DMSO-Agua
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Anexo 1

Generalizaciéon del método para especies mono y diméricas

Supongamos un sistema de componente M, que puede presentar el equilibrio de
dimerizacion y ademas puede formar las especies ML y ML2

M+LSML logfi1
M+ 2L SML, logfq,
2M + L SM,L logf,1

Definimos la concentracion total de M, la cual consideramos constante, y las
fracciones de cantidad que contienen M, de la siguiente manera:

[M]totar = [M] + [ML] + [ML,] + 2[M,L] = Constante

. [M]
fM B flo B [M]total
_ . IML])
fML B f11 B [M]total
[ML,]

fML2 =fiz = [M]

szL =fo1 = [M]
Redefiniendo:
[Mltotar = [M] + B11[MI[L] + B12[MI[L]? + 28,1 [M]?[L]

1
fro = 1+ Bua[L] + B12[L]? + 2f10B21[L1[M]totar

Tenemos en ambos lados de la igualdad a la fraccion f;,, reacomodamos la
ecuaciéon anterior para obtener una ecuacién cuadratica.

f10(1 + ,311[L] + ,312[L]2 + 2f10.321[L] [M]total) =1

=1+ fio + fro(BualL] + B12[L1?) + 2ff6 B2 [L1[M]totar = O

Resolviendo se obtienen las raices, una de ellas sin significado
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+ B12[L1?)? — 4 (2 B21[L][M]ora) (=1)
2(2 ﬁ21[L] [M]total)

fio = —(Bu1[L] + B12[L]?) + 2\/('811[“

fi1 = fioB11lL]
fiz = f10,312[L]2

f21 = 2f10B21[M][L] = 2f102,321[L] [M]totar

Con la ecuacién anterior obtenemos el diagrama de distribucion para especies mono
y diméricas.

Ahora bien, la respuesta p esta definida por la contribucion de cada especie

p=BulMI Y B [ODL] + L)
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Anexo 2

Analisis de componentes principales (PCA, principal components
analyst)

El analisis de componentes principales es un procedimiento para identificar un
namero de variables no correlacionadas, denominadas "componentes principales”,
es decir, consiste en explicar la maxima cantidad de varianza en un conjunto de
datos grande.

El andlisis de componentes principales se utiliza frecuentemente como un solo paso
en una serie de analisis. Puede utilizar el andlisis de componentes principales para
reducir el nimero de variables y evitar la multicolinealidad, o cuando tenga
demasiados predictores en relacion con el nimero de observaciones.

En este trabajo se utiliza para obtener los componentes principales que se
relacionan con las especies que absorben en una serie de espectros de absorbancia
o fluorescencia.

Algoritmo

Se considera una serie de variables (x;,x,, ..., x, ) sobre un grupo de datos de
interés y se trata de calcular, a partir de ellas, un nuevo conjunto de variables
(yl, Vo eees yp) no correlacionadas entre si cuyas varianzas vayan decreciendo
progresivamente.

Cada y; (donde j = 1, ...,p) es una combinacion lineal de las x;, x5, ..., x,, originales,
es decir:

y] = ejlxl + ej'zxz + -+ e]‘pxp = ejx

Siendo e; = (eyj, e,j, -, €pj) UN vector constante y

Si queremos maximizar la varianza simplemente podriamos aumentar los
coeficientes e;;. Para ello, para mantener la ortogonalidad de la transformacion se

impone la siguiente restriccion:
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P
° — 2 _
ejej—Eekj—l

k=1

El primer componente se calcula eligiendo a e;de modo que y; tenga la mayor
varianza posible sujeta a la restriccion de e;e; = 1. El segundo componente se
calcula obteniendo e, de modo que la variable obtenida y,, no este correlacionada
con y,; del mismo modo se calculan y,,y,, ..., y,, N0 correlacionadas entre si, de
manera que las variables aleatorias obtenidas vayan teniendo cada vez menor
varianza.

Proceso de extraccion de factores:

Queremos elegir e; de modo que maximice la varianza de y,sujeta a la restricciéon
de que eje; = 1

Var(y,) = Var(ejx) = e;Ze;

Donde X es la matriz de covarianzas de orden p.

El método habitual para maximizar una funcidon de varias variables sujeta a
restricciones es el método de los multiplicadores de Lagrange.

La incognita es el vector e;que nos dé una combinacion lineal éptima, para ello
construimos una funcion lineal Q maximizada.

Q(er) = esZe; — Aere; — 1)

— =2%e; —2Mle; =0-> (Z—A)e; =0
de;

Por lo tanto, vemos que se trata de un sistema de ecuaciones lineal, para que tenga
solucion diferente se cero, la matriz ¥ — Al debe de ser singular, es decir,
determinante igual a cero |X — AI| = 0, por lo tanto, A es un valor propio de Z, asi
que X tendra p valores propios distintos 4,, 4, ..., 4, tales que, 4;,> 1, > - > 1,

Desarrollando la expresion anterior tenemos que:

(Z—-2ADe; =0 - Ze, = Ale
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Expresando en términos de varianza:
Var(y,) = e;Ze; =e;Ale; =e;de; =A-1=121
Entonces todos los componentes y; (en total p) se pueden expresar como el

producto de una matriz formada por los vectores propios, multiplicada por el vector
x que contiene las variables originales x4, x, ..., x,

y=e-Xx
Donde
y €11 €12 €1p X1
:11 €21 €22 €2p X
y = : e = . X =
n1 €n1  €n2 enp xp
Con
Var(y,) = 4
Var(y,) = 1,
Var(yp) =

Por lo tanto, para la aplicacion en este trabajo tendremos como variables aleatorias
Absorbancia o Intensidad de Fluorescencia a una longitud de onda (para cada
longitud de onda en un intervalo de energia) en espectroscopia UV y de
Fluorescencia.

La interpretacién de los componentes principales que representen el 100% de la

varianza acumulada sera relacionada a las especies absorbentes para plantear el
namero de equilibrios posibles.
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Anexo 3

Programa computacional para el calculo de datos
termodinamicos. SQUAD

Debido a la importancia de conocer las constantes de formacion de diferentes
especies ya que con éstas se pueden encontrar con mayor facilidad las condiciones
de trabajo 6ptimas para casi cualquier experimentacion.

La determinacion de constantes de acidez o inclusion se pueden determinar a partir
de diferentes métodos analiticos, de los cuales el méas empleado es la
espectrofotometria UV/Vis, debido a su sensibilidad y bajo costo relativo, ya que por
lo regular se emplean soluciones diluidas.

Se han desarrollado paquetes computacionales por ejemplo SQUAD, que permiten
refinar distintos parametros termodinamicos como son las constantes de formacion
global o también llamadas constantes de formacion sucesivas.

SQUAD (Stability Quotients from Absorbance Data) escrito por Leggett [1] y fue
programado en lenguaje Fortran y esta disefiado para refinar los valores para las
constantes de estabilidad para un modelo propuesto, esto lo realiza por
minimizacion de la suma de residuales al cuadrado de los valores de las
absorbancias o fluorescencia.

El modelo quimico propuesto puede ser dependiente o independiente del pH y
puede tener especies del tipo:

Mp, Lq,, Hj donde p, q, = 0 y j es positiva para protones, negativa para iones hidroxo
0 cero.

La constante de estabilidad global puede ser expresada por la forma general:

[My,LqH;]

Boor= TP IHT

Para un namero i de soluciones medidas y un numero k de longitudes de onda, la
absorbancia Ak se define por:
nc
Ay = lz € Cj
j

donde €k es el coeficiente de absortividad molar de cada una de las especies MpLgH;
a cada longitud de onda k, | es la longitud del paso 6ptico, y cjes la concentraciéon
de cada especie.
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El refinamiento de las constantes se realiza por medio de una minimizacion de la
suma de los residuos de absorbancia o intensidad de fluorescencia, cuadraticos por
minimos cuadrados no lineales, empleando el algoritmo de Gauss-Newton.

I

| = todas las soluciones.

NW = todas las longitudes de onda.

Rfk: Respuesta (absorbancia o fluorescencia) calculada por SQUAD en la i-ésima
solucion a la k-ésima longitud de onda.

R{, = Respuesta (absorbancia o fluorescencia) experimental en la i-ésima solucién

a la k-ésima longitud de onda.

La resolucién de la minimizacion requiere el calculo de las respuestas a la k-ésima
longitud de onda en la i-ésima solucion.

En cuanto espectrofotometria UV-Vis, para conocer los valores de absorbancia se
necesita resolver la ecuacién de Beer; SQUAD propone los coeficientes de
absortividad molar por especie, y determina la concentracion de cada una
empleando el algoritmo de Newton-Raphson.

La convergencia se da si la diferencia en la minimizacién de un ciclo iterativo a otro
difiere como maximo 0.001. Que el criterio anterior se cumpla no significa que se
tiene el mejor refinamiento de constantes, debido a que se puede caer en el caso
de una convergencia en un minimo relativo.

Los parametros estadisticos que emplea SQUAD para determinar si el modelo
quimico propuesto explica la informacion experimental alimentada son los
siguientes:

e Parametro de correlacion (matriz)

e La desviacion estandar sobre los datos de absorbancia (Odats), y de las
constantes (Octes.).

e La desviaciéon estandar por espectro (Oespectro).

e La desviacion estandar sobre los coeficientes de absortividad molar (Ocoet.)

El proceso de seleccion del mejor modelo quimico no se basa solamente en la

obtencion de los mejores parametros estadisticos, también se debe verificar la
consistencia del mismo, es decir, que los coeficientes de absortividad molar
calculados para cada una de las especies sean congruentes con el comportamiento
experimental y que las especies refinadas puedan predominar bajo las condiciones

experimentales trabajadas.
[1] Leggett, D., Computational Methods for the Determination of Formation Constants. First ed.
Plenum Press. New York, 1985.
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