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RESUMEN

La calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) es una técnica ultrasensible que monitorea con
precision los cambios de calor en una reaccién quimica la cual es ampliamente utilizada
para estudiar la formacion o disociacion de complejos moleculares (Falconer, 2016; Hong
y col, 2008) a través de la ITC se pueden obtener los parametros termodinamicos, AH, AG,
AS, K, al igual que la estequiometria (n) de la interaccion ligante-sustrato. Por otra parte,
es bien conocido que en general, los complejos con ligantes macrociclicos pueden ser mas
estables, termodindmicamente, que sus andlogos de cadena abierta. En este trabajo se
realizd la caracterizacion termodinamica del complejo de Cu?* de un ligante macrociclo
(edtaOD) y otro de cadena abierta (edtaBZ), ambos se caracterizan por presentar diferentes
geometrias de coordinacion en funcién del pH (octaédrica a pH &cido y plano cuadrada a
pH alcalino). La relevancia de estudiar el comportamiento de la formaciéon de estos
complejos, radica en que ambos presentan capacidad antioxidante y podrian ser utilizados
en ciertos alimentos para evitar rancidez. Las mediciones se llevaron a cabo en un
microcalorimetro MicroCal VP-ITC con soluciones de ligante 0.1mM y de CuCl, 0.6mM a
valores de pH 5.0 y 10.0. Los pardmetros termodinamicos fueron exitosamente obtenidos a
diferentes valores de pH. Independientemente de la geometria de coordinacion la
complejacion ocurre de una manera espontanea y las constantes de asociacion se
encuentran en el orden de 107-108 lo que significa que la estabilidad del complejo es alta 'y
gue la afinidad del cobre por estos ligantes es alta también. Se esperaba que la
preorganizacion del ciclofano favoreciera la formacion de complejo, sin embargo, los
resultados son similares respecto al podando. Ademas, la complejacion a pH 10.0 con
edtaOD es un sistema guiado por el factor entropico y el fendmeno compensacion entropia-
entalpia se presentd. El valor de n=0.5 obtenido concluyé en la elucidacion de que por cada

dos ligantes un cation cobre se encuentra coordinado.



INTRODUCCION

La quimica supramolecular, también conocida como la quimica mas alla de la molécula, es
el area de la ciencia que se encarga del estudio de las interacciones intermoleculares y los
ensambles supramoleculares, que generalmente estan constituidos por una molécula
anfitriona y un huésped. Los inicios de la quimica supramolecular se deben, precisamente,
a la quimica de coordinacién en su sentido amplio, gracias a la sintesis de complejos de
metales alcalinos con éteres de coronay criptandos, que dio lugar a lo que desde entonces
se ha llamado reconocimiento molecular (Gispert, 2000).

El reconocimiento molecular biolégico representa la expresion mas compleja de
reconocimiento molecular lo cual consiste en uniones altamente selectivas, reacciones,
transporte, regulacion entre otras cosas. También provee casos de estudio, ilustraciones e
inspiracién para revelar los principios basicos y la busqueda de disefios de sistemas
modelos como también de receptores abioticos. Las especies supramoleculares son
caracterizadas por el ordenamiento en el espacio de sus componentes, su estructura o
superestructura y por la naturaleza de sus enlaces intermoleculares, los cuales mantienen
a los componentes juntos. Poseen propiedades conformacionales, termodinamicas,
cinéticas, dindmicas y estructuras bien definidas (Lehn, 1995). Como ejemplo, Murakami y
colaboradores han llevado a cabo estudios realizados con macrociclos con la finalidad de
funcionar como modelos enzimaticos. Este grupo utilizé ciclofanos tipo pulpo con residuos
de L-aspartato como receptores nobles solubles en agua (Murakami y col, 1990).

El estudio de los ensambles moleculares del tipo receptor-huésped ha llevado a la
quimica supramolecular a estudios extensivos sobre las energias de unién al momento de
formarse el complejo ya que el objetivo es de obtener sistemas con reconocimiento de alta
afinidad (Turnbull y Daranas, 2000). Los complejos con ligantes macrociclicos se distinguen
por un ordenamiento especifico de sitios de unién, los cuales controlan su ambiente de
coordinacion, lo que les confiere una buena estabilidad y selectividad. Ademas, se pueden
presentar cambios significativos en las propiedades de la especie enlazada como
consecuencia de la complejacion (Inoue y col, 2001).

La estabilidad del complejo metal-ligante depende del tipo de atomos donadores, el
tamafio de la cavidad, el catién en solucion, el pH y las energias de unién de complejacion.
La investigacion de los pardmetros termodinamicos es esencial para tener un profundo
entendimiento del efecto que tiene el anfitrion sobre la formacion del complejo con el catién

huésped y el solvente en que se lleva a cabo la reaccién. En un estudio realizado por
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Amisalan y colaboradores, la constante de estabilidad y los parametros termodinamicos de
la complejacién de una diamida macrociclica con metales de transicion divalentes Co(ll),
Ni(ll), Cu(ll) y 2zn(ll) utilizando calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) fueron
determinados en metanol a 25 °C. Mediante el uso de la ITC determinaron la estequiometria
del complejo, la fuerza impulsora de cada sistema y la preferencia de la diamida
macrociclica por cierto metal de transicion (Amilasan y col, 2010).

Debido a la funcionalidad que pueden presentar los macrociclos, en el
Departamento de Investigacion en Polimeros y Materiales (DIPM) se han trabajado una
serie de ciclofanos derivados de EDTA y sus complejos con cobre y fierro, en particular el
complejo binuclear Fe,PO el cual fue estudiado en aceite de pescado de arenque
americano en donde se evalud su efecto antioxidante resultando efectivo en retrasar la
oxidacién del aceite (L6pez, 2016). Con la informacién recolectada sobre la capacidad
antioxidante que estos compuestos de coordinacién pueden tener, existe el interés de
estudiar los parametros termodindmicos de la formacién de estos complejos debido a que
nos aportaria valiosa informacién sobre el tipo de sistema, si son sistemas guiados entalpica
o entrépicamente, asi como también conocer la estabilidad de tal complejo.

Comunmente, los complejos macrociclicos presentan una mayor estabilidad
termodindamica y cinética a diferencia de los complejos con ligantes de cadena abierta
(Vafazadeh y Zare-Sadrabadi, 2015). El balance entre rigidez y flexibilidad es de particular
importancia en las propiedades dinamicas y de unién de los ligantes. Se espera que los
receptores rigidos que llevan a cabo el reconocimiento molecular del tipo llave-cerradura
presenten reconocimiento muy eficaz: alta estabilidad y selectividad. Por otra parte,
aquellos receptores flexibles que llevan a cabo la unién a través del proceso del ajuste
inducido pueden presentar alta selectividad, pero baja estabilidad debido a que la mayoria
de la energia de union es usada para llevar a cabo el cambio conformacional del receptor
(Lehn, 1995).

El concepto de “el efecto macrociclo”, el cual le aporta al ligante su respectiva
estabilidad termodinamica se presenta en la figura 1. En la figura se ilustra la relacién entre
la conformacion del ligante y la estabilidad del complejo. El dramatico efecto macrociclo que
se muestra en la reaccién se debe a la muy desorganizada estructura de A-14. El anillo
piperazinico de A-14 domina en la conformacion de silla en el ligante libre y debe convertirse
a un bote energéticamente desfavorable o una conformacién de bote torcido en el complejo.
Esta complejacion inducida por cambio conformacional reduce por mucho la constante de

union y esto es ausente en el macrociclo preorganizado.
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Figura 1. Equilibrios de coordinacion de Cu(ll) con poliaminas aciclicas y macrociclicas
derivadas de piperazina. Fuente: Schneider y Yatsimirky, 2000

Aunqgue los ligantes de cadena abierta se consideren menos estables que los
macrociclos (Gispert, 2000), éstos presentan ciertas ventajas. Los receptores aciclicos
sintéticos pueden ser mas versatiles que los ciclicos en estudios de reconocimiento de
biomoléculas complejas, principalmente debido a su facil accesibilidad y funcionalidad con
multiples motivos (estructura secundaria superior) de union. La dilucién, pseudo-dilucion o
reacciones de larga duraciéon no son necesarias y su alta libertad conformacional permite
mayores ajustes inducidos (Rivera y col., 2013). Los procesos de intercambio, regulacion,
cooperatividad, y regulacién alostérica requieren de flexibilidad. La flexibilidad es de gran
importancia en interacciones biolégicas del tipo receptor-substrato, en donde la adaptacion
es frecuentemente requerida para que ocurra la regulacién (Lehn, 1995). Debido a la
flexibilidad que presentan los podandos, estos son el tema central de varias investigaciones
como el realizado Hosseini y su equipo en donde reportaron un interesante podando
multifuncional. Demostraron que inclusive compuestos con estructuras simples pueden
generar estructuras supramoleculares sorprendentes (Schamaltz y col, 2001).

Por otra parte, estudios realizados sobre ensambles moleculares tipo receptor-
huésped son principalmente sobre trabajos relacionados con farmacos. La herramienta
principal que se utiliza es calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) la cual provee cuatro
parametros termodinamicos: AH, AS, Kay n (Falconer, 2016; Veldzquez y col, 2015). El
equipo provee los parametros previamente mencionados, pero la energia libre de Gibss

(AG), que es otro pardmetro importante al momento de caracterizar sistemas se puede
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obtener mediante una simple ecuacién. La ITC es una técnica muy conveniente debido que
en un solo experimento se pueden obtener cuatro parametros termodindmicos y de esta
manera se puede obtener una caracterizacion termodinamica del sistema metal-ligante, es
por este motivo y el interés que existe sobre las energias de union que rigen a estos
sistemas el objetivo del presente trabajo de obtener los pardmetros termodindmicos de la
formacion de complejo de cobre a diferentes valores de pH con un ligante macrociclico,
edtaOD y su analogo de cadena abierta, edtaBZ (figura 2).

i HOOC\\ /_\ /COOH :

HOOC /_\

Figura 2. A la izquierda el ligante macrociclico edtaOD y a la derecha el ligante aciclico edtaBZ
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OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener los pardmetros termodinamicos de complejos de Cu?* de un ciclofano y su analogo
de cadena abierta a diferentes valores de pH mediante calorimetria de titulacion isotérmica.

Objetivos Particulares

1. Evaluar los pardmetros termodindmicos, AH, AG, AS, K.y n de la formacién de los
complejos de Cu?* con un ligante macrociclico (OD) y un ligante de cadena abierta
(BZ) en medio acido y basico.

Establecer si la preorganizacién del macrociclo favorece la complejacion.
Elucidar los factores estructurales de los ligantes que influyen en la estabilidad de

los complejos Cu-OD y Cu-BZ? en solucién.

1 Cu-OD y Cu-BzZ, siglas que representan el complejo metal-ligante OD y BZ con cobre.

14



ANTECEDENTES

A fin de explicar mejor el cumplimiento del objetivo del presente trabajo a continuacion, se
dara una breve descripcion de los ligantes edtaOD y edtaBZ.

El ligante OD ha sido previamente estudiado por técnicas espectrofotométricas,
potenciométricas, 1H NMR vy cristalografia. La formacion de complejo con cobre y otros
metales a diferentes valores de pH se han estudiado. El estudio de este ligante proviene de
una serie de macrociclos tipo ciclofanos (mono y binucleares) que el equipo de Inoue ha
reportado anteriormente con el objetivo de funcionar como modelos enzimaticos sobre todo
las propiedades redox de los complejos (Inoue y col, 2001a; Inoue y col, 2001b; Salazar y
col, 2015, Sugich, 2001). Por otra parte, el ligante BZ forma parte de una familia de ligantes
tipo podando con los que han trabajado Santacruz y colaboradores donde han evaluado las
propiedades de emisién al momento de complejarse con diferentes metales como zinc y
cadmio con la finalidad de proporcionar un nuevo quimiorreceptor fluorescente (Machiy col,
2006; Santacruz, 2007; Santacruz y col, 2011). Estos dos ligantes son derivados de
etilendiaminatetracetato (EDTA) y son las estructuras mas sencillas de su respectivo grupo

de estudio.

Ligantes Macrociclicos

Los ligantes macrociclicos son un tipo de ligantes polidentados que pueden contener
atomos donadores incorporados a su estructura o unidos al esqueleto del ciclo. Contienen
al menos tres &tomos donadores y el anillo macrociclico debe estar formado por al menos
nueve atomos; se caracterizan por contener cavidades estables y bien definidas.
Esencialmente un ligante macrociclico tiene la capacidad de enlazar a un &tomo metalico
dentro de su cavidad (Cotton y Wilkinson, 1988). Algunos ejemplos importantes de
compuestos macrociclicos son los éteres corona, calixarenos, ciclodextrinas y ciclofanos

gue se muestran en la figura 3.
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Figura 3. Ejemplos de receptores moleculares. (a) éter de corona (b) calixareno
(c) ciclofano (d) a -ciclodextrina

Los complejos con ligantes macrociclicos se distinguen por un ordenamiento
especial y especifico de sitios de unidn, los cuales controlan su ambiente de coordinacién
y estereoquimica, esto les confiere una buena estabilidad y selectividad. Ademas, se
pueden presentar cambios significativos en las propiedades de la especie enlazada como
consecuencia de la complejacién (Inoue, 2001). Como se menciond anteriormente, en los
macrociclos existe la presencia de atomos donadores que comdnmente son nitrégenos,
también pueden ser atomos de oxigeno y azufre, o un grupo mezclado.

En los macrociclos nitrogenados los atomos dadores son nitrégeno (en nimero de
tres 0 mas), éstos son buenos ligantes para casi todos los elementos de transicion, pueden
contener Unicamente enlaces sencillos, lo que les da gran flexibilidad, o enlaces dobles,
gue les confiere mayor rigidez (Gispert, 2000). Cabe resaltar que los macrociclos mas
estudiados han sido los que presentan un grupo de cuatro atomos de nitrdgeno coplanares
(figura 4), debido a que ocurren de forma natural como es el caso de las porfirinas, las

ftalocianina y las corrinas (Cotton y Wilkinson, 1988).
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Porfirina
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N/ " /N
;\N _ / é
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Figura 4. Ejemplos de macrociclos con cuatro atomos de nitrégeno coplanares

Se han disefiado diamidas macrociclicas en donde los atomos de nitrégeno
donadores son incorporados para coordinar con huéspedes cationes metalicos. Estos
compuestos han sido exitosamente usados como ionéforos en el desarrollo de electrodos
de iones selectivos (Shamsipur y col, 2002), como extraccion o agentes complejantes de
picrato conteniendo cationes tanto en medio acuoso como organico (Kimura y col, 1988), y
como catalizadores en la reduccién de cetonas a sus alcoholes correspondientes (Fonseca
and Koénig 2003).

Las propiedades anteriormente mencionadas, el ordenamiento espacial y la
estabilidad, han generado un gran interés por el estudio de compuestos de coordinacién
con ligantes del tipo receptor. La cavidad que presentan éstos ligantes les confieren
propiedades del tipo enzimatica que, a diferencia de las enzimas no requieren de un pH
especifico, temperatura e inclusive concentracion de sales en el medio para poder
funcionar. Ademas, resultan ser relativamente mas econémicos de sintetizar y requieren
menos cuidado de conservacion. Sin embargo, las enzimas presentan la caracteristica de
ser altamente selectivas, es decir que tienen cierta afinidad a un sustrato en especial y que
gracias a ellas se catalizan reacciones de grandes magnitudes en poco tiempo que, sin la
ayuda de ellas, éstas reacciones tardarian afios en realizarse.

Un ejemplo extremo de una eficiente union biolégica de varios sitios de unién (K =
2.5 x 1013M™1) es la de biotina como huésped y su proteina receptora, estreptavidina (figura

5). Una alta energia libre de, -76 kJ mol?, resulta de las acciones simultaneas de mas de
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10 interacciones débiles que involucran fuerzas de van der Waals, electroestaticas,
lipofilicas y puentes de hidrogeno, mientras que un receptor artificial utiliza solamente 4
puentes de hidrogeno para el reconocimiento molecular por lo tanto exhibe una K = 9.3 x
103M~1. El objetivo al momento de disefiar receptores artificiales es obtener sistemas con
altas constantes de asociacion, tal es el caso de una azacorona protonada, la cual puede
unir adenosina trifosfato (ATP) en agua con una constante de asociacion de
101*M~1(Hosseini y Lehn, 1987).
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Figura 5. a) Esquema ilustrativo de la union de biotina a estreptavidina. b) Biotina unida a
un receptor artificial. Fuente: Schneider, H., & Yatsimirsky, A. K. (2000).
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Es un hecho que los complejos de ligantes macrociclicos estan involucrados en un
gran numero de funciones dentro de la naturaleza. Factores de gran importancia, como por
ejemplo el mecanismo de la fotosintesis o el transporte de oxigeno en mamiferos y otros
sistemas respiratorios, han motivado a los investigadores a estudiar la posibilidad de utilizar
macrociclos sintéticos como modelos para los sistemas biolégicos (Lindoy, 1990).

No es una coincidencia que la naturaleza eligiera derivados macrocicilicos para los
complejos involucrados en las funciones ya mencionadas, donde una mayor estabilidad
cinética y termodinamica que le son otorgadas al complejo por parte del ligante macrociclico
mientras que el ion metalico se mantiene firmemente unido en la cavidad del macrociclo de
forma que la funcién biolégica no se vea intervenida, por ejemplo, por reacciones de
desmetalacion competitiva (Lindoy, 1990).

Los ligantes macrociclicos producen complejos mas estables que sus analogos de
cadena abierta, debido a que presentan una estructura preorganizada de alta rigidez con
una geometria complementaria bien definida y por lo tanto no requieren un cambio
conformacional para unirse a un ion metalico de la forma mas estable. El hecho anterior se
conoce convencionalmente como “efecto macrociclo”, concepto que se explicara mas
adelante (Steed y col., 2007).

Como se puede apreciar, el disefio de receptores artificiales que imiten el
comportamiento de enzimas no es facil. La necesidad de varios sitios de unién es muy
evidente: las interacciones no covalentes son en general débiles y la interaccion entre
muchos sitios de union es la Unica manera de adquirir una complejacion fuerte y especifica.
El principio de una complejacion a través de varios sitios de union es muy general en
sistemas biolégicos, donde asegura la replicacién eficiente de interacciones del tipo enzima-
substrato y antigeno-anticuerpo. Por otra parte, si generalizamos, se puede visualizar la
complejacion a través de varios sitios de union como un efecto quelato, el cual es bien

conocido para los compuestos de coordinacion (Schneider y Yatsimirsky, 2000).
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Ciclofanos

Los ciclofanos abarcan la serie completa de macrociclos conformados por enlaces con
grupos aromaticos, por lo tanto, la definicion incluye a los calixarenos, ciclotriveratrileno y
otros sistemas relacionados. El ciclofano original reportado en 1899 el cual fue sintetizado
por Pellegrin, consiste de dos anillos bencénicos unidos a través de las posiciones 1,3 por
puentes etilicos y mas tarde Cram y Steiberg obtuvieron el isomero del ciclofano obtenido
por Pellegrin. En la figura 6 se muestran los primeros ciclofanos sintetizados (Cragg, 2005).

Segun la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) se le designa
ciclofano a los compuestos que tienen anillos-mancude o ensamblados de sistemas de
anillo-mancude, y atomos y/o de cadenas saturadas o insaturadas como componentes
alternos de un gran anillo (macrociclico) (IUPAC y col, 1997). Los anillos aroméaticos de los
ligantes macrociclicos de tipo ciclofano son multifuncionales ya que su rigidez resulta de
gran importancia para lograr una preorganizacion del sitio de unibn ademas de que la
estabilidad del complejo se favorece con las interacciones especificas que se dan entre los
anillos arométicos altamente polarizables del ciclofano y el huésped (Diederich, 1991).

Por otro lado, los anillos arométicos otorgan sitios idoneos para la introduccion de
grupos funcionales en sistemas cataliticamente activos. Generalmente los grupos
aromaticos son parte estructural de unidades espaciadoras las cuales definen la anchura
del sitio de unién. La cavidad es generada por medio de puentes de cadena alifatica de
longitud elegida a medida del tamafio especifico de los huéspedes. La solubilidad en agua
de los ligantes es inducida generalmente afiadiendo un nimero adecuado de centros de
carga a la molécula, por ejemplo, residuos de carboxilato o centros de amonio (Diederich,
1991).

-0
) ) o=
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Figura 6. Estructuras quimicas de los primeros ciclofanos reportados a) [2.2]metaciclofano
b) [2.2]paraciclofano. Fuente: Gispert (2000)
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Una serie de estudios han usado ciclofanos funcionalizados para desarrollar catalisis
supramolecular y modelos enziméticos (Tabushi, I., & Yamamura, K.,1983, Franke, J., &
Vogtle, F., 1986, Davis, A. P, 1993, Diederich, F. 1988). Su comportamiento catalitico se
basa en la implementacion de caracteristicas electroestaticas, hidrofébicas y la
coordinacion con metales para efectuar varias reacciones en medio acuoso. Los ciclofanos
gue presentan una cavidad hidrofébica y que contienen cadenas hidrocarbonadas
presentan actividad parecida a la vitamina Bi» y/o Be (Murakami, 1983,1991,1992.) y
también existen estudios sobre ciclofanos solubles en agua que muestran actividad
transaminasa (Breslow y col, 1986), acetil transferasa (Whitlock y Whitlock Jr, 1988),
piruvato oxidasa (Jiménez y Diederich, 1989) o de substitucién nucleofilica (Stauffer y col,
1990).

Los ciclofanos presentan propiedades fisicas y quimicas muy interesantes y estas
pueden cambiar si se le agrega brazos colgantes a la molécula por lo que el hecho de que
pueden ser funcionalizados es una ventaja, ya que se les puede conferir capacidad de
complejar cationes, aniones y especies neutras tales como metales, aminoacidos, bases
nitrogenadas y carbohidratos (Fuhrhop, 1980, Rebek, 1990, Steed et al., 2007). La
presencia de anillos aromaticos le confiere a la molécula una estructura definida, con
profundidad suficiente y la rigidez determinante para la organizaciéon de los sitios de enlace
por lo que pueden presentar propiedades tipo enzimatica. Tal es el caso de los complejos
macrociclico Fe;PO y Fe,PC (figura 7) los cuales mostraron actividad biomimética hacia las
enzimas superéxido dismutasa (SOD) y peroxidasas (POXx) reportados por Salazar y
colaboradores_(Salazar-Medina, y otros, 2013).
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Figura 7. Estructuras moleculares propuestas para los complejos tipo ciclofano de fierro
() Fe2PO y Fe2PC. Fuente: Salazar-Medina y col, 2013.
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En el Departamento de Investigacion en Polimeros y Materiales (DIPM) se han
trabajado una serie de ciclofanos derivados de EDTA y sus complejos con diferentes
metales. En particular los complejos binucleares Cu.PO y Fe,PO fueron estudiados en
aceite de pescado de arenque americano en donde se evaludé su efecto antioxidante
resultando efectivo en retrasar la oxidacion del aceite de pescado (Lopez, 2016; Torres,
2011). Estos resultados sugieren que los complejos con ligantes tipo ciclofano pueden ser
utilizados en alimentos como agentes antioxidantes. Sin embargo, se podrian llevar a cabo
mas, estudios como la caracterizacion termodindmica para entender como se estan

llevando a cabo las interacciones en el complejo.

Antioxidantes en la Industria Alimentaria

El uso de antioxidantes en la industria alimentaria es sumamente importante pues después
de la degradacién del alimento por microorganismos, la oxidacion es una de las principales
causas de deterioro. El deterioro lipidico por oxidacion es uno de los problemas que mayor
impacto causan dentro de la industria alimentaria, debido a la disminucion drastica en la
vida de anaquel de muchos de los alimentos que son microbiolégicamente estables, donde
existe una modificacion de las propiedades organolépticas del alimento generando olores y
sabores desagradables, conocidos comunmente como “rancio” y limitando la aceptacién
por parte del consumidor (Fennema, 2000). Ademas, muchos de los productos de oxidacion
no solo disminuyen la vida de anaquel, sino que algunos de ellos constituyen un riesgo para
la salud de los consumidores. La generacion de productos toxicos y la destruccion de
vitaminas esenciales durante la oxidacion tienen un impacto negativo en la seguridad y
salubridad de los alimentos (Johnson y Decker, 2015)

Los agentes quelantes han adquirido una gran importancia en el procesamiento de
alimentos. La habilidad que tienen de complejar iones metalicos ha contribuido
significativamente a la estabilidad del color, aroma y textura en los alimentos. Algunos de
los constituyentes de los alimentos pueden actuar como agentes quelantes por ejemplo
acidos carboxilicos (oxdlico, succinico), acidos hidroxilicos (lactico, malico, tartarico y
citrico), é&cidos polifosféricos (ATP, pirofosfatos), aminoacidos, péptidos, proteinas y
porfirinas. Trazas de iones de metales pesados pueden actuar como catalizadores de
oxidacion en grasas o aceites. La complejacion por agentes quelantes incrementa la

eficiencia antioxidante e inhibe la oxidacion del &cido ascorbico y de las vitaminas
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liposolubles. La estabilidad del aroma y el color de vegetales enlatados mejora
substancialmente. (Belitz, Grosch, & Schieberle, 2009)

En virtud de que el Unico compuesto supramolecular examinado y aprobado por la
FDA hasta el momento, son las ciclodextrinas, el uso de compuestos de coordinacién en la

industria alimentaria aun es escaso por lo que es un campo de estudio prometedor.

Efecto Macrociclico

La mayoria de los complejos supramoleculares del tipo receptor-huésped son mucho més
estables que los que se esperaria para el efecto quelato por si solo. La mayoria de estos
receptores son generalmente moléculas macrociclicas, las cuales quelan a su huésped
mediante un nimero de sitios de unién. La estabilidad de tales complejos es aumentada
por el término conocido como el efecto macrociclico. Este efecto no solamente relaciona
los varios de sitios de unién del receptor sino también la organizacion de los sitios de union
en el espacio antes de que el huésped se una, tal energia de unién no es gastada en
huésped para tratar de “rodear” (Steed y Atwood, 2009).

La primera teoria sobre la estabilidad adicional que presentan los ligantes
macrociclicos sobre sus analogos de cadena abierta se bas6 en la idea del ajuste entre la
cavidad del macrociclo y el tamafio del catién central. La teoria actual sobre el origen del

efecto macrociclico se basa en los siguientes factores (Gispert, 2000):

a) Preorganizacion del ligante, con numero determinado de conformémeros,
algunos de los cuales tienen la conformacion requerida para la complejacion del
ibn metdlico.

b) Efecto de la basicidad inductiva, la mayor alquilacion es la causa de la mayor
estabilidad de los ligantes macrociclicos respecto a los ligantes analogos de

cadena abierta.

c) La repulsion entre los pares de electrones de los &tomos dadores de la cavidad

gqueda disminuida al formarse el complejo.

El efecto macrociclico convierte a los receptores ciclicos como los corandos (un ejemplo

son los éteres de corona) hasta un factor de 10* mas estables que los podandos (aciclicos)
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con los mismos sitios de unién. Tal efecto fue primeramente elucidado por Cabbiness y
Mangerum en 1969, quienes estudiaron los complejos de Cu(ll) de 1.15y 1.16 (figura 8).
En el ejemplo ambos iones, Cu y Zn, se benefician de la estabilidad asociados a cuatro
atomos donares. Sin embargo, el complejo macrociclico 1.15 es aproximadamente 10*
veces mas estable que su analogo de cadena abierta 1.16 como consecuencia de la

preorganizacion adicional del macrociclico (Cragg, 2010).
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Hy Hj
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Figura 8. Complejo con un ligante macrociclico (1.15) y uno de cadena abierta
(1.16). Fuente: Steed y Atwood (2009).

Las mediciones termodindmicas de los analogos (no metiladas) de los complejos de Zn?*
revelan que la estabilizacién por la preorganizacion del macrociclico contribuye de manera

entalpica como entrépica (tabla 1).

Tabla 1. Parametros termodinamicos para los complejos de Zn?* de 1.15y 1.16 (298K)
Fuente: Cragg, 2010

1.15 1.16
Log K 15.34 11.25
AH° (kJ mol?) -61.9 —44.4
—TAS°(kcal*mol?) —25.6 -19.8
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Preorganizacién

El término preorganizacion fue ideado por Cram en 1985 para indicar que cuanto mejor
colocados espalciamente estan los ligantes para coordinar al ion central, mas
preorganizados estan. Los ligantes quelatos, por ejemplo, estdn mucho més
preorganizados que los monodentados. La preorganizacion del ligante puede ser
importante en la estabilidad de un complejo. El principio de la preorganizacién establece
gue entre mas organizados se encuentren el receptor y el huésped y baja solvatacion haya
antes de la complejacién, los complejos serdn mas estables (Schneider y Yatsimirsky,
2000).

Si se comparan los aniones tetranegativos del EDTA (etilendiaminatetracetato) y
trans-ciclohexanodiaminatetracetato (CDTA) se puede observar en el ligante EDTA los
grupos carboxilatos se alejan lo mas posible uno del otro, mientras que en CDTA los dos
nitrdgenos estan mas cerca, lo que fuerza a los carboxilatos a estar mas proximos. Por lo
tanto, los carboxilatos del CDTA se adecuan mas a la coordinacién con un catién que los
del EDTA (figura 9). Como resultado de esta preorganizacion las constantes de estabilidad
para complejos con CDTA suelen ser 102-10° veces mayor que los complejos con EDTA
(Gispert, 2000).

Méaxima separacion de carga Poca separacion de
carga

EDTA CDTA

Figura 9. Estructuras de EDTA y CDTA y su respectiva separacion de carga. Fuente:
Gispert, 2000

Aunque el concepto de preorganizacion en teoria parece sencillo de entender no es
facil materializarlo para cada caso en particular por lo que aun existen un ndmero limitado

de receptores con una preorganizacion altamente eficiente. Una estrategia que se utiliza
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para disefiar receptores preorganizados es la rigidez, la cual tiene como propdsito una Unica
conformacion éptima para la complejacion (Schneider y Yatsimirsky, 2000; Sugich, 2001).
El disefio de ligantes rigidos es una opcién de obligar a la molécula de estudio de
“entrar” al sitio de union siguiendo la teoria de Fischer del reconocimiento del tipo llave-
cerradura, sin embargo, a través de estudios como el mencionado anteriormente de
estreptavidna y biotina se encuentra que el reconocimiento se puede llevar a cabo por la
teoria del ajuste inducido, la cual propone que una serie de cambios conformacionales y
varias fuerzas de enlaces son necesarias para llevar a cabo el reconocimiento molecular
por lo que los ligantes deben presentar cierta flexibilidad como lo podrian ser los podandos
o0 algun ligante aciclico. Por lo previamente mencionado, aun existe la dificil tarea de disefiar
receptores artificiales que puedan mimetizar con eficiencia las actividades bilégicas de las

enzimas.

Ligantes de cadena abierta

A través de los afios, la quimica supramolecular se ha enfocado en receptores ciclicos por
las grandes ventajas que poseen para mimetizar las actividades intrinsecas de las enzimas,
ademas que la preorganizacion de éste permite un ahorro en energia. Sin embargo, el
origen de la quimica supramolecular se encuentra ligado a los trabajos realizados por
Pederson con éteres de corona. El descubrimiento accidental del dibezno-18-corona-6 en
1967 ocurrid cuando intentaba sintetizar un polieter flexible con fenoles terminales. El
objetivo principal de Pederson consistia la creacion de poliéteres aciclicos con capacidad
de coordinar metales. Los inicios de muchas investigaciones fueron realizados gracias a los
polietilenglicoles que se encontraban ampliamente disponibles los cuales se podian
modificar facilmente.

Se pueden definir a los ligantes abiertos lo que se ramifican a partir de un atomo
central (o grupo de atomos) los cuales se les denomina polipodales y estos a su vez se
pueden dividir segun su caracter dentado. Dentro del grupo de los hexadentados hay que
destacar el ligante etilendiaminatetracetato (EDTA), de gran versatilidad, que puede unirse
a un unico i6n metalico a través de los dos nitrogenos y cuatro de los oxigenos de los
carboxilatos por lo que tienden a formar complejos mononucleares (Gispert, 2000).
Generalmente los ligantes polidentados (figura 10) abiertos son aquellos en donde los
grupos dadores estan todos unidos a un atomo central (que puede ser dador como N 0 no

dador como C), el nUmero de brazos que cuelgan del &tomo central es tres, pero puede ser
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mayor y se caracterizan por su tendencia a dar coordinacion semicerrada dejando abierta
una Unica posicion (Gispert, 2000).
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Figura 10. Ejemplos de ligantes de cadena abierta (a) ligante con base de Schiff (b)
terpidina (c) ligante tipo podando (d) salicilideniminato

Entre la gama de diferentes poliéteres funcionalizados que fueron sintetizados,
fueron Vogtle y Weber quienes le adjudicaron el termino podando a sus ligantes (Cragg,
2005). Se encontrd que los grupos hidroxilo terminales permitian la introduccién de grupos
tosilo y con reacciones consiguientes con nucledfilos se podrian introducir una serie de
grupos de ligantes donadores. Vogtle y colaboradores, sobre todo Weber usaron esta ruta
para incorporar grupos de acidos benzoicos y quinolinas. Los nuevos derivados poliéteres
fueron clasificados como podandos en reconocimiento a sus dos “pies” ligantes. Una serie
de variaciones, como se ilustra en la figura 11, han sido preparados con el objetivo de
ampliar el rango de metales que se puedan unir. El ligante de cadena abierta edtaBZ
utilizado en este trabajo, entra dentro de esta denominacién debido a que en su estructura
cuenta con una molécula de EDTA, por lo que se espera que tenga un potencial de

coordinacion alto y gran versatilidad.
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Figura 11. Ejemplos de ligantes tipo podando

Aun y cuando la bibliografia reporta que los ligantes macrociclicos son
termodindmicamente mas estables que los ligantes aciclicos (Gispert, 2000; Schneider y
Yatsimirsky, 2000; Lehn, 1995; Steed y Atwood, 2009), éstos Ultimos presentan ventajas y
propiedades que pueden ser Utiles. Los receptores aciclicos sintéticos pueden ser mas
versatiles que los ciclicos en estudios de reconocimiento de biomoléculas complejas,
principalmente debido a su facil accesibilidad y funcionalidad con mudltiples motivos
(estructura secundaria superior) de unién. La dilucién, pseudo-dilucidon o reacciones de
larga duracion no son necesarias y su alta libertad conformacional permite mayores ajustes
inducidos (Rivera y col., 2013).

A diferencia de los ligantes macrociclos, la sintesis de ligantes aciclicos es
relativamente mas facil de llevar a cabo. Un ejemplo son los ligantes tipo bases de Schiff
los cuales se preparan mediante condensacion al hacer reaccionar aminas y aldehidos. Se
consideran una de las reacciones mas simples y viejas de la quimica organica. Debido a la
sintesis sencilla, buena estabilidad y a la alta quimica de coordinacion que poseen los
ligantes con bases de Schiff, la sintesis con metales de transicion con estos ligantes ha sido
explorada profundamente (Yao y col, 2016).

Ademas otras investigaciones han utilizado polieteres para preparar sistemas de

coordinacion a traves de la incorporacion de metales de transicion. La inherente felixbilidad
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de los enlaces éter se acopla a la geometria de preferencia de ciertos metales, lo que abre
la investigacion de complejos a nanoescala muy interesante, de los cuales muchos

contienen motivos helicoidales (Amaya y Rebek, 2004).

Compuestos de coordinacién

Los compuestos de coordinacion han sido utilizados a través de la historia para un sinfin de
aplicaciones tanto como para el bienestar humano como en la industria. Gracias al
conocimiento que se tiene de los compuestos de coordinacion, la terapia de quelacion ha
sido posible. Esta rama de la medicina existe para corregir los desequilibrios en los niveles
homoestaticos de metales esenciales (Cragg, 2010). Por otra parte, un ejemplo importante
de un complejo metalico es la clorofila (figura 13). Las clorofilas se encuentran en todas las
plantas que realizan la fotosintesis. Desde el punto de vista de la tecnologia de alimentos,
el interés por las clorofilas se centra en las reacciones poscosecha que degradan a estos
pigmentos, incluso los que ocurren durante el procesamiento y almacenamiento.
Paralelamente, se conoce que la clorofila tiene efectos sobre la salud, tales como la

reduccién de algun tipo de tumores en animales de laboratorio (Badui, 2006).

\ CHQCHQ
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Figura 12. Estructura de las clorofilas a y b. Fuente: Badui, 2006
En 1893, Werner propuso la teoria de coordinacién, en la que postuld que la mayoria

de los elementos presentan dos tipos de valencia: una primaria y una secundaria que

representan al nimero de oxidacién (valencia primaria), que corresponde al numero de
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electrones que un atomo pone en juego cuando forma un compuesto determinado, vy el
namero de coordinacion (valencia secundaria) que corresponde al nimero de ligantes
unidos al ion metalico central (Chang, 2010).

Un complejo de coordinaciéon se forma por interaccién de un ligante con un catién,
particularmente, un metal de transicion. Los ligantes son moléculas o iones que rodean al
metal formando un compuesto de coordinacion, las interacciones que existen entre el metal
y el ligante se pueden ver como reacciones acido-base de Lewis; la base de Lewis es una
sustancia capaz de donar uno o méas pares de electrones, y el ion metalico actia como
acido de Lewis. De esta manera, los enlaces metal-ligante casi siempre son enlaces
covalentes coordinados (Chang, 2010).

La estabilidad de un complejo del tipo metal-ligante depende de varios factores
como el tipo de ligante y el metal de transicion que esta en juego. Para entender la
formacion y la estabilidad de estos compuestos varias teorias han surgido. Debido que no
es el objetivo principal de este trabajo adentrar sobre las teorias de estabilidad de los
complejos la explicacién sera breve, sin embargo, se sugiere al lector a consultar la

bibliografia para un mejor entendimiento.

Teoria de acidos y bases duros y blandos de Pearson. En 1963 Pearson sugirid una
denominacién para identificar cuales sustancias forman los complejos mas estables y las
dividié en dos grupos, en duros y blandos. Las especies duras (acidos o bases) tienden a
ser pequefias, poco polarizables, mientras que las especies blandas tienden a ser grandes
y polarizables. Los cationes duros son “similares” al proton: relativamente pequefios, carga
alta y con pocos electrones de valencia que pueden ser polarizados. Los metales blandos
son grandes, poca cargay con electrones de valencia que pueden ser polarizados. Pearson
sugirié la siguiente regla; acidos duros tienden a combinarse con bases duras y acidos

blandos tienden a combinarse con bases blandas (Gispert, 2000).

Teoria del campo cristalino (TCC). La TCC considera a un complejo como una identidad
formada por un catidon central rodeado de ligantes anidnicos polares que estan
electrostaticamente atraidos por el cation. La idea esencial del modelo aplicado a los
complejos es suponer que la esfera de coordinacion de los aniones o ligantes alrededor de
un ion metélico se comporta como un conjunto de cargas negativas puntuales que
interaccionan repulsivamente con los electrones del cation metalico central (Gispert 2000,
Chang, 2010).
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Teoriadel campo de los ligantes (TCL). Esta teoria representa una aplicacién de la teoria
de los orbitales moleculares (TOM). La TCL describe el enlace en los complejos en términos
de orbitales moleculares constituidos por los orbitales d del atomo metalico y por los
orbitales de los ligantes. En contraposicion de la TCC, que asume un enlace ionico, la TCL
considera que los ligantes se encuentran unidos al &tomo o ion central mediante un enlace

covalente (Steed y col, 2007)

Al estudiar la geometria de los compuestos de coordinacion, a menudo se encuentra
gue existen varias maneras de acomodar los ligantes alrededor del &tomo central. Cada
una de las estructuras tiene distintas propiedades quimicas y fisicas. En la figura 13 se
muestran cuatro formas geométricas diferentes para los atomos metalicos con ligantes
monodentados. En estos diagramas se aprecia que la estructura y el nimero de
coordinacion se relacion entre si. Para un numero de coordinacion (n.c) 2 la estructura suele
ser lineal, para un n.c 4 la estructura de complejo suele ser tetraédrica o plana cuadrada y

cuando el n.c es 6 la estructura suele ser octaédrica (Chang, 2010).

L
L- =]
L M L M,
I" : x .
"' : i
K L
L
Lineal Tetraédrica Cuadrado Planar Octaédrica

Figura 13. Geometrias comunes de iones complejos. En cada caso, M es un metal y L
representa el ligante monodentado.

Complejos de cobre

En la naturaleza existen una gran variedad de metales con los que se puede trabajar, sin
embargo, en el presente trabajo se decide estudiar la formacion de complejos con cobre,

especificamente aquel con un estado de oxidacion de 2+, esto radica en la alta estabilidad
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que presentan la mayoria de sus complejos. La tendencia de estabilidades para iones
metalicos divalentes del primer periodo, observada en la serie de Irving-Williams:

Mn?* < Fe?* < Co?* < Ni?* < Cu?* > Zn?* (Haas y Franz, 2009) describe que, en general, la
estabilidad del complejo aumenta a medida que el radio i6nico disminuye en toda la serie,
pero Cu?* muestra un agudo aumento en la estabilidad, que se puede atribuir a la Energia
de Estabilizacién de Campo del Ligante (EECL) obtenida a través de la distorsion de Jahn-
Teller? que puede presentar debido a su llenado d®.

Factores que afectan la estabilidad de los complejos

Dada las relaciones termodinamicas entre K, AG, AH y AS, los factores que influencian la
estabilidad de un complejo en solucién implican efectos entélpicos y entropicos. El principal
efecto entalpico es la energia de la formacién del enlace coordinado entre el ibn metalico y
el ligante. También es importante la energia de “neutralizacién de la carga”, especialmente
para las combinaciones de iones positivos y ligantes negativos. También se debe
considerar que hay un efecto entalpico de sentido contrario, como es la entalpia de
desolvatacion del ion metalico y del ligante al formarse el complejo, ya que la formacién del
mismo supone desplazamiento de moléculas del disolvente. Las repulsiones mutuas de los
ligantes en solucion se debilitan al coordinarse con el ion central, por lo que el calor de
formacion es favorable. (Gispert, 2000)

Los efectos entropicos son debidos a la combinacién de especies aisladas (metal y
ligantes) que implican cambios en el movimiento y libertad de las especies en solucion. La
libertad de movimiento del ion metalico es esencialmente libertad de traslacion que puede
cambiar al formarse el complejo. El disolvente esta “unido” al metal lo que hace que su
entropia total sea baja. Los ligantes tienen considerable libertad de movimientos [esto
dependera de la naturaleza de la molécula], que disminuye al coordinarse al ion metalico.
Generalmente el ligante tiene mucho menos libertad cuando esta coordinado que cuando
estd libre: la entropia disminuye al perder libertad (Gispert, 2000). En la Tabla 1 se
presentan los factores que influyen en la estabilidad de un complejo de acuerdo a lo

reportado en 1978, por R.T. Meyers.

2 E| teorema de Jahn-Teller predice que el sistema experimentara una distorsion, de forma que algunos de los
niveles energia se estabilizaran y otros se desestabilizaran. Al no estar todos los niveles igualmente ocupados,
los desestabilizados seran los mas vacios, y el sistema tendra una ganancia neta de energia.
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Tabla 2. Factores que influyen en la estabilidad de los complejos en solucion. Fuente:

Gispert, 2000

Efectos debido a la entalpia

Efectos debido a la entropia

Variacion de la fuerza de enlace con el
de
metalicos y los &tomos dadores del ligante

caracter duro-blando los iones

Efecto del campo ligante

Repulsién estérica y electroestatica entre

los ligantes en el complejo.
Entalpia de solucion de los ligantes
Efectos de la entalpia relacionados con la

conformacion del ligante no coordinado y

coordinado

Numero y tamafio de los anillos quelatos

Entropia de solucion de los iones

metalicos y de los ligantes

Cambios de solvatacion en la formacion

del complejo

Variacién en la entropia de los ligantes no

coordinados

Efectos que resultan de las diferencias en
las entropias de configuracion del ligante

en el complejo

Otro factor a tomar en cuenta es el pH. En algunos casos este puede tener un efecto
en la formacion del complejo, debido a que a diferentes valores de pH se tendran diferentes
especies quimicas del ligante, protonada y/o desprotonada y en algunos casos se tendra
una mezcla de ambas, afectando con esto el modo de coordinacion del metal.

En el presente estudio se utilizé cobre(ll), el cual, en trabajos previos reportados por
el grupo de trabajo de Inoue M. (Inoue y col, 2001; Navarro y col, 2007; Sugich 2001) mostré
la particularidad de presentar una geometria octaédrica en medio acido y una geometria
cuadrado planar en medio basico para el ligante edtaOD. Como se mencioné anteriormente,
la especie quimica que se encuentre presente al momento de llevar a cabo la complejacion
tendra un efecto en la formacion del complejo, es por este motivo que es importante conocer
que al momento de realizar el experimento sola una especie quimica este presente y no
una mezcla. En las figuras 15 y 16 se presentan las distribuciones de especies de los
ligantes edtaOD y edtaBZ, misma que fue tomada en cuenta al momento de elegir los

valores de pH de estudio.
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Figura 14. Distribucién de especies de edtaOD y desplazamiento quimico 1H NMR
observado para (edtaod)H: (representado en circulo) a diferentes valores de pD. Los ejes
de los valores de pD se encuentran desplazados una unidad para ayudar a la comparacion
de los datos de NMR y potenciométricos. Fuente: Inoue y col, 2001.
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Figura 15. Distribucion de especies de edtaBZ a través de potenciometria. Fuente:
Santacruz y Machi (trabajo no publicado).
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Parametros Termodinamicos

Para entender las energias implicadas en la formacién de un complejo metal-ligante es
importante comprender los fundamentos de la termodinamica. Estos fundamentos estan
plasmados en tres leyes, que se les conoce como “Leyes de la termodinamica” las cuales
tratan de generalizar las energias involucradas al momento de llevarse a cabo una reaccion
y toma en cuenta factores como la presion, la temperatura y el volumen al igual que la
naturaleza de las sustancias.

Casi todas las reacciones quimicas absorben o liberan energia, por lo general en
forma de calor. Un proceso exotérmico es cualquier proceso que cede calor, es decir, que
transfiere energia térmica hacia a los alrededores, y cuando los alrededores suministran
calor al sistema se le denomina como un proceso endotérmico.

En una tipica interaccién de union entre un ligante y una molécula receptora se

muestra a continuacion (figura 16).

 ———
- -

Ligante

Receptor Complejo

Figura 16. Modelo simplificado de una interaccion receptor-ligante. Fuente Freyer y Lewis,
2008.

En el caso del presente trabajo, el receptor es el ligante y el sustrato es el cobre
para dar lugar al complejo Cu-OD y/o Cu-BZ. Para entender el sistema y las interacciones
intramoleculares que se estan llevando acabo es necesario tener conocimiento sobre
conceptos fundamentales sobre entalpia, entropia, energia libre de Gibbs, equilibrio y como
es que se relacionan o se aplican a un sistema. A continuacion, se dara una explicacion
sobre las ecuaciones utilizadas en fisicoquimica.

Los cambios térmicos a presion constante se expresan mediante la entalpia (H) o

contenido calorifico de un sistema. Esta funcion se define por la relacion:
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H=E+PV 1)

donde Py V son la presién y el volumen del sistema. Como E y PV se encuentran totalmente
caracterizadas por el estado del sistema, H es también una funcion de estado. Por lo tanto,

el cambio de entalpia, AH, puede escribirse asi:
AH = H, — H, (2

Para determinar directamente la variacién de calor comprendida en una reaccion,
se usa el calorimetro, que en un aspecto general consiste en un recipiente aislado de agua
en la cual se sumerge la camara de reaccion. Cuando ocurre una reaccion exotérmica, el
calor generado se transfiere al agua, lo cual provoca un ascenso en temperatura que se lee
con un termémetro, pero si la reaccion es endotérmica ocurrird lo contrario en vez de un
aumento en la temperatura del agua habra un descenso de esta.

Al llevar a cabo mediciones termoquimicas hay dos condiciones generales bajo las
cuales se efectian, una es a volumen constante y la otra a presion constante. Dependiendo
bajo que parametro se efectuaran las mediciones las magnitudes de los cambios térmicos
obtenidos difieren en general. A volumen constante cualquier cambio térmico que tiene
lugar se debe Unicamente a la diferencia entre la suma de las energias de los productos y
los reactivos. Por otra parte, a presion constante no sélo hay variacién de energia interna,
sino ademas de un trabajo que madifica la proporcion de calor observada en el calorimetro
a volumen constante (Maron y Prutton, 2011).

De acuerdo a la primera ley de la termodinamica, cualquier calor (q) agregado al

sistema incrementara la energia interna de éste, y al realizar un trabajo externo (w),
q=AE +w = AE + [* pdV ®3)
1

A volumen constante dV = 0, no se realiza trabajo, entonces,

(@v = AE 4)
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Por otra parte, cuando la presién se mantiene constante, y es la misma fuera y dentro del

sistema,p=Py

v2 (5)
W=f PdV =PV, —V;) = PAV
Vi

Por lo tanto, tendremos que

(@)p = AE + PAV (6)

De acuerdo a la ecuacion anterior, el cambio térmico observado en el calorimetro
comprende la variacion de energia interna y el trabajo de cualquier expansion o contraccion

del sistema, por lo que la ecuacion puede escribirse de nuevo de esta forma:

(@p = (Ep = E) +P(V, = V) ()
= (Bp = P%) = (B + PV)

donde los subindices p y r hacen referencia a los productos y reactivos respectivamente.
Pero si recordamos H, que esta definida por H = E + PV, H, = E, + PV,, H. = E. + PV, y

la ecuacion se transforma en
(@Q)p =H, —H, = AH (8)
Las ecuaciones anteriores definen que bajo condiciones de volumen constante el
calor de la reaccion es igual a la cantidad termodinamica AE y cuando es bajo condiciones

de presion constante el calor de la reaccion es igual a AH. La relacion entre ambas se puede

expresar como
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AH = AE + PAV (9)

Un valor positivo de AH o0 AE muestra que el calor es absorbido durante el proceso, mientras
gue uno negativo significa que se cede calor.

Otro término importante de entender es el de entropia (S). J.W. Gibbs se refiere a la
entropia como una medida de “desorden” de un sistema. La energia en forma util, la
eléctrica, mecanica o quimica esté organizada y dirigida, y puede utilizarse para realizar un
trabajo. Por otro lado, el calor es aquella forma de energia debido al libre movimiento de los
atomos o moléculas en un cuerpo y es de caracter caotico. Entonces, cuando se utiliza
energia organizada para realizar un trabajo se convierte en calor, incrementara el caos o el
desorden del sistema, y por lo tanto la entropia debe aumentar (Maron y Prutton, 2011).

La entropia de un sistema depende sélo de sus estados inicial y final, el cambio

entrépico se escribe

AS=S,-S, (10)

Si especificamos que el cambio de S, dS, esta dado por

dqy (11)

donde dg,- es una cantidad infinitesimal del calor absorbido en un proceso reversible a una
temperatura T. En un cambio finito reversible T = constante, dS se hace igual a AS, dq, es

entonces q,,

As 2 I (12)

El cambio entrépico en un sistema aislado a una temperatura constante donde se

realiza una expansion isotérmica y reversible desde el V; al V,. Durante este proceso la
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sustancia absorbera cierta cantidad de calor g,, de manera que el cambio entrépico de la

sustancia AS, se expresa de la siguiente manera

As, =& (13)
Al mismo tiempo el recipiente pierde una cantidad de calor, y de aqui que el cambio de
entropia del recipiente es
dr (14)
donde la barra arriba de g,., indica una pérdida de calor. Por lo que el cambio total entropico
de la sustancia y el recipiente es

ASleSS+ASr:%+%:O (15)

Si se comprime del V, a V; de manera isotérmica y reversible, el calor desprendido por la

sustancia seré g, y también sera el calor ganado por el recipiente

, _Gr 16
ASS=FT (16)
. _
AS', =
Sy =

Entonces el cambio total de entropia para la sustancia y el recipiente, AS,,

AS, = AS’ + AS’, = % + % =0 (17)

y el cambio total de entropia para el ciclo completo es la suma de AS; y AS,
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AS = AS; + AS, =0 (18)

Las ecuaciones anteriores se explicaron para un proceso reversible, pero si ahora
el cambio es irreversible. Como la expansion es irreversible, el calor absorbido por la
sustancia sera g, donde g < g,.. El valor actual de g en un proceso irreversible depende de
la manera de llevar a cabo dicho proceso y puede variar desde g = 0 a ¢ = g, cuando se
obtiene la reversibilidad completa. Es por eso que para un proceso irreversible AS no puede
serigual a q/T, porque si AS fuese igual a dicho valor se obtendria una serie de diferentes
valores de AS en dos estados dados y esto es imposible para una propiedad de funcion de
estado, donde solamente importa el estado inicial y final. Se llega a la conclusién que AS
debe estar dado por q,/T. Sin embargo, la perdida de calor por el recipiente puede

considerarse que tiene lugar reversiblemente y también el cambio de entropia del recipiente

es AS, = q/T_ El cambio total de entropia del sistema aislado es

4r q (19)
AS, = L + =
51 T T

Pero, g, > qyq,/T > gq/T, se obtiene lo siguiente

4 q (20)
AS; =~ +=>0
1=ty

Para un proceso irreversible que tiene lugar isotérmicamente en un sistema aislado
conduce a un incremento de la entropia total del sistema. Si se recomprime la sustancia
desde su estado original y reversiblemente a una temperatura T, el cambio entrépico es
AS, = 0. De esta manera, el cambio total de entropia para un ciclo irreversible sera la suma
de AS, =0y AS,,

ar 4 (21)
AS =242
S +=>0
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Para llevar a cabo cualquier cambio de forma totalmente reversible exige un tiempo
infinito y por tanto aquel que se realiza en un finito sera irreversible e ira acompafiado de
un aumento de entropia total de los cuerpos comprendidos. Todo proceso natural se verifica
con un incremento entrépico y la direccion del cambio es aquella que conduce a tal aumento
es el concepto general de la segunda ley de la termodinamica. Se concluye que en un
sistema aislado y en condiciones no isotérmicas AS = 0 en cualquier proceso 0 ciclo
reversible y AS > 0 en cualquier proceso irreversible. Estas conclusiones son idénticas a
las obtenidas para un proceso isotérmico (Maron y Prutton, 2011).

El concepto de entropia puede ser dificil de comprender. La entropia se puede
describir como una medida de desorden en el sistema como también la energia de estado
del sistema. Para interpretacion en sistemas acuosos, como en el que se presenta en este
trabajo, el concepto de energia viene siendo el movimiento de un estado ordenado a uno
desordenado (y viceversa), sin embargo, la idea de un estado de alta energia que cambia
a un estado de baja energia es probablemente mas adecuado (Falconer, 2016).

El trabajo maximo que un proceso puede proporcionar, no es necesariamente igual
a la cantidad de energia disponible para realizar un trabajo Gtil, aunque el proceso se
efectle reversiblemente. De la cantidad total de trabajo, una parte se emplea en realizar
uno de presion-volumen, ya sea debido a una expansién o contraccién del sistema durante
el proceso. Para obtener con mayor precision el maximo de energia disponible en un
proceso, se define otra funcién de estado G, denominada energia libre de Gibbs, mediante

la ecuacion

AG=H-TS (22)

En una reaccion cualquiera AG = G, — G, que a una temperatura cualquiera T

AG = (H, —TS,) — (H, — TS,) (23)
= (HP - Hr) - T(Sp - Sr)
= AH — TAS

donde AH y AS son respectivamente la variacion de la entalpia y entropia de la reaccién. La
energia libre de Gibbs nos proporciona informacién sobre si la reacciéon se da de manera

espontanea. Cuando la tendencia impulsora de una reaccion va de izquierda a derecha se
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emite energia en la reaccion y el signo de AG es negativo. Esto significa que la reaccion
procede espontaneamente. Cuando la tendencia es de derecha a izquierda, un trabajo
equivalente a AG tiene que ser absorbido a fin de que la reaccion ocurra en la direccion
indicada y entonces AG es positivo lo cual significa que la reaccion en la direccién dada no
es espontanea. Y, por ultimo, cuando el sistema se encuentra en equilibrio no hay ninguna

tendencia en cualquiera de las direcciones por lo que AG es igual a cero.

A+B->C+D AG = — (24)
A+B<C+D AG = + (25)
A+BsC+D AG =0 (26)

Pocas reacciones quimicas se dan en una sola direccion. La mayoria son
reversibles, al menos en cierto grado. Al inicio de un proceso reversible, la reaccion lleva a
la formacidn de productos. Tan pronto se forman algunas moléculas de producto, comienza
el proceso inverso: estas moléculas reaccionan y forman moléculas de reactivo. Se alcanza
lo que se conoce como equilibrio quimico donde las rapideces de las reacciones en un
sentido y en otro se igualan, y las concentraciones de los reactivos y productos permanece
constante (Chang, 2010).

En una reaccién, tal como la que se presenta a continuaciéon

aA+bB+:--=cC+dD + - (27)

el cambio de energia libre, AG, a cualquier temperatura, esta dada por la isoterma de

reaccion

Q... 28
AG = AG°® + RTIn (%) (29)
b

c
¢
a
ay

Las actividades sefialadas son las de los productos al final de la reaccion y de los reactivos

al comienzo de la misma. Sin embargo, como se menciond anteriormente el criterio de
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equilibrio quimico es el de AG = 0 a presidn y temperatura constante por lo que la ecuacién

se transforma en

a b
aAa’B cee

aC ad cee
AG° = —RTIn <i>

cod... 29
0 = AG° + RTIn <ﬂ> (29)

a b
aAaB see

Los reactivos y productos se encuentran en equilibrio. A cierta temperatura AG°, el cambio
de energia en el estado tipo es una constante para una reaccion dada, se sigue que la

relacion de actividades de la ecuacion anterior debe ser también constante,

agag - (30)
Ka: a b
aAaB cee

Por lo que el cambio de energia libre puede escribirse asi,

AG® = —RTInK, (31)

La ecuacion define a K,, la constante de equilibrio termodinamico de la reaccion. Esta
ecuacion simplifica el célculo de la variacién de energia libre, y permite la prediccion de
conducta de las reacciones quimicas bajo diferentes condiciones sin tener que recurrir a la
experimentaciéon (Maron y Prutton, 2011).

Las relaciones de energia y el estado de cualquier sistema durante un proceso
dependen no solamente de la manera en que el trabajo se ha efectuado, sino también de
ciertas condiciones experimentales impuestas sobre el sistema como un todo. Dos
restricciones tales, de importancia especial involucran procesos efectuados bajo (a)
condiciones isotérmicas (b) adiabéticas. Un proceso isotérmico es cualquiera realizado de
manera que la temperatura permanece constante durante toda la operacion. A su vez, un
proceso adiabatico es aquél en que no hay absorcién ni desprendimiento de calor por parte
del sistema. En el caso del presente trabajo, el proceso de la formacion del complejo es
isotérmico, debido a que se lleva a cabo a una temperatura constante de 25°C que lo lleva

a cabo el calorimetro de titulacién isotérmica (ITC), el cual se hablara a continuacion.
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Calorimetria de titulacion Isotérmica (ITC)

En 1780, Lavoiser disefié un calorimetro de hielo y lo utilizé para medir el calor metabdlico
de un cuyo el cuél se encontraba confinado dentro de una camara de medicién (Freyer y
Lewis, 2008). Desde 1780 hasta la fecha, el avance de la calorimetria es tal que ahora
somos capaces de medir cantidades de calor sumamente pequefias.

La calorimetria de titulacion isotérmica se puede considerar como un detector
universal. Casi cualquier reacciéon quimica o cambio fisico es acompafado por un cambio
en calor o entalpia. La cantidad de calor tomada por los alrededores (para un proceso
endotérmico) o la cantidad de calor liberada hacia los alrededores (para un proceso
exotérmico) es simplemente igual a la cantidad de la reaccién que ha tomado lugar y el
cambio de entalpia para la reaccién, AH. Por lo tanto, un calorimetro es un instrumento
ideal para medir que tanto de la reaccion ha tomado lugar o la velocidad en que la reaccion
ocurre. En contraste a los métodos épticos, las mediciones calorimétricas se pueden llevar
a cabo con reactivos que son espectroscopicamente silenciosos (un croméforo o fluoréforo
no es requerido), el experimento se puede realizar en soluciones opacas, turbias o
heterogéneas, por ejemplo, en suspensiones celulares y se pueden llevar a cabo bajo una
serie de condiciones biolégicamente relevantes como temperatura, salinidad, pH, etc
(Freyer y Lewis, 2008).

La calorimetria de titulacion fue por vez primera descrita como un método para la
determinacion simultanea de Keq Yy AH aproximadamente hace mas de 40 afos por
Christensen e Izatt (Christensen y col, 1966; Hansen y col, 1965). El método original fue
aplicado a una variedad de reacciones de equilibrio de &cidos y bases débiles y
complejacion a iones metalicos (Christenseny col, 1965; Eatough, 1970). No fue hasta 1989
qgue el primer calorimetro de titulacién fuera disponible comercialmente a través de
MicroCal, disefiado especificamente para el estudio de sistemas biolégicos con el slogan
de "Determinacion de K en minutos™ (Wiseman y col, 1989).

Hoy en dia, la ITC es rutinariamente usado para la caracterizacion termodinamica
directa de las interacciones de union de biopolimeros (Freire y col, 1990). Gracias al
mejoramiento en la instrumentacion de los equipos de ITC y en el desarrollo de mejores
programas de analisis de datos, los equipos de ITC modernos hacen posible la medicién
de calores tan pequefios como 0.lucal (0.4uJd) lo que permite la determinacion de

constantes de asociacién en magnitudes grandes como 108-10° M (Freyer y Lewis, 2008).
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La ITC puede ser aplicada a una amplia variedad de interacciones intermoleculares:
desde interacciones con baja afinidad caracteristicas de interacciones transitorias
asociadas con mecanismos fisiolégicas a interacciones con alta afinidad caracteristicas
asociadas a la regulacion funcional de proteinas o de ensamblado molecular, o
interacciones con muy alta afinidad frecuentemente enfrentadas en el descubrimiento y
desarrollo de drogas (Freyer y Lewis, 2008). Ademas, no solamente los parametros
termodinédmicos se pueden determinar sino también los cinéticos (Bianconi, 2007; Burnouf
y col, 2012; Meulen y Butcher, 2011; Todd y Gomez, 2001)

Alrededor de 600 a 700 articulos cientificos donde hacen uso de la ITC son
publicados anualmente. El campo de estudio de proteinas es el que mas se ha beneficiado
de esta herramienta sin embargo los quimicos que se basan en el estudio de moléculas
sintéticas han hallado a la ITC una herramienta valiosa (Falconer, 2016), tal como se
muestra en el presente trabajo, pues obtener tres parametros termodinamicos (n, Ka'y AH)
en un solo experimento es la ventaja de esta técnica.

Un experimento convencional de ITC consiste en colocar un determinado volumen
de solucion de receptor en la celda de reaccion y agregar una serie de inyecciones de
solucién de sustrato, separada cada una por un intervalo de tiempo suficiente para llegar al
equilibrio y asegurar que se ha transferido o compensado todo el calor liberado o absorbido.
La solucion del receptor se agita permanentemente a velocidad constante girando la jeringa
cuya punta posee una paleta especial que permite la mezcla de soluciones. Al acercarse a
la saturacion, la sefal del calor disminuye hasta que solo se observa el fondo del calor de

dilucion.

Equipo y Software

El calorimetro modelo VP-ITC fabricado por Microcal, Inc, el que se utilizd en esta
investigacion, es facil de usar, compacto y controlado por computadora (figura 18). El
calorimetro consiste de dos celdas, la de referencia y la de reaccion embebidas en una
camara adiabdtica (figura 18). El sistema mantiene la celda de referencia a una temperatura
constante. Un potencial constante es aplicado a la celda de reaccion para activar una
respuesta al mecanismo de control el cual tiene el propésito de mantener la diferencia de

temperatura entre las dos celdas lo méas cerca posible a cero.
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Figura 18. Imagen ilustrativa dentro de un calorimetro de titulacion isotérmica. La celda de
referencia se muestra a la izquierda y la celda de reaccién a la derecha. El rectangulo en
gris representa la "chaqueta’ de aislamiento. Fuente: Schmidtchen, 2007.

En la figura 19 se puede apreciar la logistica de un experimento en ITC. En el inciso
A se muestra una ilustracion de la celda de reaccion la cual contiene un volumen de 1.4mL
gue inicialmente se llend con la solucion receptora (dependiendo del experimento a realizar,
la solucién que va en la celda y en la jeringa se pueden invertir). Una vez llenada la celda
de reaccion, se procede a llenar la jeringa con la solucion huésped. A un tiempo especifico
de intervalo, el volumen del titulante es inyectado a la celda lo que desencadena la reaccion
y produce una secuencia de picos caracteristicos que es registrado por el equipo como en

el inciso B.
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Cuando el sistema llega a la saturacion, esto quiere que decir que ya no hay mas
moléculas de ligante disponible para reaccionar, el calor residual, los llamados picos de
dilucion, si es que hay, se deben a fenbmenos mecanicos y de dilucién. Después, se lleva
a cabo la integracién del &rea debajo de cada pico y el calor individual se grafica contra la
relacion molar como se muestra en el inciso C. A partir de esta grafica se pueden estimar

los pardmetros termodindmicos n, Ka y AH son posibles de estimar.
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Figura 19. Esquema ilustrativo de un experimento en ITC. Fuente: Veladzquez y col, 2015.

El software que viene acompafiado del equipe permite la modificacién de varios
parametros como el nimero de inyecciones, el tiempo entre inyecciones, el volumen del
titutalante, la duracién de la inyeccién, las revoluciones con la que se agitara la solucion y
la temperatura los cuales se programan desde el inicio.

Al momento de realizar un experimento en ITC, un pardmetro importante en tomar

en cuenta es el valor de c. El valor de ¢ se puede expresar a través de la siguiente ecuacion:
c =nx[A] X Ka

Donde n, es el factor estequiométrico, [A] es la concentracion del compuesto en la

celda [M] y Ka es la constante de asociacion [M™]. En general el valor de ¢ debe ubicarse
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en el rango de 10-500, con lo cual se logra obtener una curva de titulacién claramente

sigmoidal (Figura 20), que es lo mas recomendable para el célculo de AH, Kay n.
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Figura 20. Variacion de la curva a medida que cambia el valor de c. Fuente: Turnbull y
Daranas, 2000

Las mediciones calorimétricas se pueden llevar a cabo de tres diferentes maneras
en instrumentos comerciales que se encuentran disponibles y que emplean las tres
técnicas. Los tres métodos de medicion son (i) cambio de temperatura, ya sea adiabatico u
isoperibélico, (ii) compensacion de potencia, cominmente llamado isotérmica, y (iii)
conduccion de calor (Hansen et al.,1985). En el caso particular de este trabajo, el
calorimetro de titulacién isotérmica utiliza el método de compensacion de potencia que se
explicara a continuacion.

En un instrumento de compensacién de potencia, la celda de medicién calorimétrica
es controlada a una temperatura constante. Esto es realizado mediante el enfriamiento
constante aplicado a la celda y luego usando un controlador de temperatura y de calor para
mantener la celda a una temperatura constante. Mientras la reaccién quimica se lleva a
cabo, cualquier calor generado por la reaccién quimica es detectado y la potencia aplicada
al calentador se reduce para que otra vez la temperatura permanezca constante.

La potencia calorifica de las dos fuentes, de la reaccion y del calentador controlado,
son mantenidos a un nivel constante para que el calor generado por la reaccion sea

compensado por la caida del calor proporcionado por el calentador controlado. La sefial no
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procesada en el calorimetro de compensacion de potencia es la energia (mcal/seg o
mJ/seg) aplicado al calentador controlado que se requiere para mantener la celda
calorimétrica de cambiar de temperatura como una funcién del tiempo. El cambio de calor
es luego simplemente calculado integrando la energia del calentador sobre el tiempo (seq)
de la medicién (Freyer y Lewis, 2008).

En este modo de operacion, el flujo de calor o potencia térmica P = dQ /dt es medida
una vez que los reactantes hayan sido mezclados y el calor Q producido o consumido
durante la reaccion es calculado mediante el uso del respectivo parametro de calibracion.
Bajo condiciones del estado estacionario, P es directamente proporcional al potencial del
detector de la termopila U: P = ;U donde ¢, en la constante de calibracion, y el calor
producido durante un intervalo de tiempo es igual a Q = e-UAt (Schneider y Yatsimirsky,
2000).

El calor se libera o absorbe como resultado de la redistribucién y formacion de
enlaces no covalentes cuando las moléculas que interactian pasan de estado libre a
enlazadas. El ITC supervisa estos cambios de calor mediante la medicion del diferencial de
potencia que se aplica a los calentadores de celdas, necesarios para mantener en cero la
diferencia de temperatura entre la celda de referencia y la celda de muestra cuando se
mezclan los componentes de enlace. Es por éste motivo, que a través de ITC se puede
llevar acabo la caracterizacion termodinamica de los sistemas anfrition-huésped y de esta
manera obtener los parametros termodinamicos que rigen a este tipo de reaccion.

Las investigaciones cientificas han aprovechado esta herramienta para todo tipo de
estudios, pero la mayor cantidad se enfocan en interacciones proteina-proteina o proteina-
metal (Falconer, 2016). El estudio de compuestos sintéticos a través de ITC es
relativamente escaso a comparacion de los estudios realizados con proteinas. Los
compuestos de coordinacion pueden ser estudiados a través de esta técnica con resultados
importantes para entender las interacciones intermoleculares de la formacién de complejo.

El uso de la ITC en estudios relacionados con alimentos es un area ain nueva por
explorar, sin embargo, existen algunos trabajos donde utilizan esta herramienta. Un ejemplo
es el estudio realizado por Arroyo y McClements (2015) en el cual presentan un resumen
de aplicaciones de la ITC en alimentos con enfoque de entender el destino de los lipidos
dentro del tracto gastrointestinal humano. La ITC se puede utilizar para estudiar la
micelacion de las sales biliares, inclusion, formacion de complejo, las interacciones de las
moléculas activas en la superficie con proteinas, carbohidratos y lipidos y las interacciones

con gotas de lipidos. Otro estudio por Canabady y col (2009) donde llevaron a cabo la
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caracterizacién termodinamica de la interaccidon de calcio con proteina de la leche y
compararon sus resultados con otras técnicas. El futuro de complejos de coordinacion en
alimentos estudiados a través de ITC es un area prometedora para entender sistemas tan
complejos.
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METODOLOGIA

Materiales

Los reactivos para la sintesis y las mediciones analiticas, se utilizaron tal y como fueron

adquiridas de fabrica.

e Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) marca Sigma-Aldrich

¢ Anilina marca Sigma-Aldrich

e N,N-dimetilformamida (DMF) marca Fisher Scientific

o Buffer MES marca Sigma-Aldrich

e Buffer CAPSO marca Sigma-Aldrich

e Cloruro de cobre, CuCl; - 2H,0 marca Sigma-Aldrich

¢ Hidréxido de sodio, lentejas, 98% NaOH

e Acido clorhidrico marca Sigma-Aldrich

e Filtros para jeringas Acrodisc®, diametro de 25mm y porosidad 0.45um marca
Sgima-Aldrich

Equipo

¢ Microcalorimetro MicroCal VP-ITC
e Balanza analitica, Explorer OHAUS
e Potenciémetro, THERMO SCIENTIFIC. Orion Dual STar pH/ISE

Métodos

El ligante edtaOD se obtuvo de acuerdo al método de alta dilucion reportado por Inoue y
colaboradores (2001). El ligante edtaBZ se obtuvo mediante la condensacién de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) con anilina en solvente N,N-dimetilformamida (DMF)
(Santacruz, 2007).

Preparacion de soluciones de buffers

Se llevaron a cabo soluciones de los buffers MES y CAPSO a una concentracion de 0.1M.

Se ajusto el pH con NaOH 0.5M y HCI 0.5M. Una vez ajustado el pH de cada buffer, éstas
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se filtraron con la ayuda de filtros. La seleccién de los buffers se baso en el estudio realizado

por (Ferreira 'y col, 2015).

Preparacion de soluciones de cobre

Es importante tener en cuenta que la solucion de cloruro de cobre tiene que ser valorada
para conocer la concentracion real. Para llevar a cabo la valoracién de cobre se utiliz6 EDTA
disddico como titulante y negro de ericromo T como indicador. Se preparé una solucién
stock, la cual se valor6 con el método anteriormente explicado y a partir de ésta se tomaron
alicuotas para preparar soluciones de cobre de 0.6mM. Estas fueron aforadas con los

buffers previamente mencionados.

Preparacion de soluciones de ligantes

Se prepararon soluciones stock de los ligantes edtaOD y edtaBZ. Una vez realizada las
soluciones stock, se tomaron alicuotas y se aforaron con los buffers con una concentracion

de 0.1mM, las cuales se filtraron para eliminar fibras o cualquier residuo sélido.

Experimento ITC

La eleccion de las concentraciones de las soluciones de cobre y de ligante se basaron en
reportes experimentales realizados anteriormente en el DIPM y utilizando la ecuacion del
valor de c, la cual se abord6 en la parte de antecedentes. Las soluciones se desgasificaron
por aproximadamente 20 minutos a 20°C, con la ayuda de una bomba de vacio para remover
el oxigeno presente o burbujas de aire. Después, se llen6 la celda de referencia con buffer
(MES o CAPSO). La celda de reaccion se llené con la solucion de ligante (1.45 mL de
edtaOD o edtaBZ), mientras que la jeringa se carg6 con la solucién de cobre (250uL). En
la figura 21 se resumen los pasos seguidos durante el experimento.

Las mediciones se llevaron a cabo en un microcalorimetro MicroCal VP-ITC a 25°C
con soluciones de ligante 0.1mM y de CuCl, 0.6mM a valores de pH= 5.0, y 10.0. Se
inyectaron 25 alicuotas de solucién de cobre de 10uL con un tiempo de inyeccion de 20 s
cada 120 s con una agitacion de 307 rpm. Las variables dependientes del instrumento:
temperatura, nimero de inyecciones, volumen por inyeccion, velocidad de rotacion del
agitador, tiempo entre inyecciones, entre otros, se programaron desde el programa VP

Viewer 2000 que incluye el equipo.
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Figura 21. Diagrama de flujo donde se resume los pasos seguidos durante el experimento

Debido a que el equipo solo mide el calor liberado o absorbido durante el proceso,
debe tomarse en cuenta que no es capaz de distinguir entre el calor de asociacion y calor
de dilucién que se genera en cada inyeccion, por lo que se realizé una corrida en donde se
inyectd la misma cantidad y tamafio de alicuota de cobre a cada buffer. Los datos obtenidos
se restaron de los datos experimentales y cada titulacion se realiz6 por triplicado.

La obtencion de los parametros termodinamicos se obtuvo a partir del ajuste de la
curva resultante de cada termograma, con ayuda del programa Origin Versién 7 disefiado
para MicroCal, utilizando el modelo de ajuste One Set of Sites.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Termogramas de Cu-OD

Los termogramas obtenidos de la formacién de complejos Cu-OD (figura 22 y 23), resultaron
en constantes de asociacion (K,) del orden de 10’ Mt a pH 10.0, y de 108 M* a pH 5.0. A
pH 5.0 el sistema es guiado entalpicamente, mientras que a pH 10.0 la reaccion es guiada
por el factor entrépico. La estequiometria, (n), fue de ~0.5 lo que sugiere que por cada dos
ligantes se encuentra coordinado un cation cobre. En latabla 3 se presentan los parametros

termodinamicos de la formacién del complejo del ligante OD con cobre (Cu-OD).

Tabla 3. Parametros termodinamicos de la complejacién de edtaOD con cobre (Cu-OD) a
25°C

pH
5.0 10.0
n 0.54 + 0.05 0.56 £ 0.02
K,(M™1) 1.24(+0.20) x 108 2.67(+0.19) x 107
AH° (kcal mol™?) —9,330 + 168 7,350 + 781
TAS°(kcal*mol™?) 1,700 + 237 17,400 + 316
AG°(kcal mol?) —11,000 + 93 —10,000 + 465

Valores promedio basados en una ¢=50. Los errores de las desviaciones estandares fueron
calculadas a partir de tres réplicas por cada titulacion.
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Figura 22. Termograma de la formacién de complejo de Cu-OD a pH 5.0
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Termogramas de Cu-BZ

Los termogramas obtenidos de la formacién de complejos Cu-BZ (figura 24 y 25), resultaron
en constantes de asociacion (K.) del orden de 108 M*? independientemente del tipo de
geometria de coordinacion. En medio &cido (5.0) el sistema es guiado entalpicamente,
mientras que en medio basico (10.0) la reaccion es guiada por el factor entropico al igual
gue el caso del ligante OD. Ambas reacciones presentan un AG° negativo, lo que significa
que la formacién del complejo se da espontdneamente. La estequiometria(n), fue de
aproximadamente 0.5 lo que de nueva cuenta sugiere que por cada dos ligantes se
encuentra coordinado un catién cobre. En la Tabla 4 se presentan los parametros

termodinamicos de la formacién del complejo de edtaBZ con cobre.

Tabla 4. Parametros termodinamicos de la complejacion de edtaBZ con cobre (Cu-BZ) a
25°C

pH
5.0 10.0
n 0.56 + 0.03 0.46 £ 0.01
K,(M™?1) 1.76(£0.27) x 108 1.13(£0.11) x 108
AH° (kcal mol?) —10,400 + 72 —4680 + 24
TAS°(kcal*mol?) 849 + 149 6,310 + 63
AG°(kcal mol™) —11,200+ 91 —11,000 + 39

Valores promedio basados en una ¢=50. Las desviaciones estandar fueron calculadas a partir
de tres réplicas por cada titulacion.

Es interesante analizar el termograma a pH 10.0 donde se puede apreciar un pico
endotérmico al momento de llegar a la saturacién. Este mismo fendmeno se puede observar
en el trabajo de investigacion de Kano y colaboradores al momento de obtener los
pardmetros termodinamicos de la formacion de complejo de Calix-tBu con zinc(ll) en
acetonitrilo. En la presencia de un 0.5% de agua, picos endotérmicos aparecen después
de que el proceso exotérmico se haya completado (Kano y cols, 2011). Aunque las
condiciones experimentales no son las mismas, es interesante observar que en otras
investigaciones también ocurre este fenébmeno y que no se deben a problemas mecanicos

ni error humano.
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Estequiometria del complejo

Como se me menciond anteriormente, el valor de n=0.5 estaria indicando que por
cada dos moléculas de ligante se encuentra coordinado un catién cobre. La técnica ITC no
aporta informacién estructural por lo que no es posible establecer con precision los sitios
de coordinacién, sin embargo, para fines de discusion de los parametros termodindmicos,
pensaremos en la formacion de los complejos como los bosquejos que se presentan en la
figura 26.

a)

b)

Figura 26. Bosquejo de los posibles modos de coordinacién de los complejos estudiados con
base en los valores obtenidos de estequiometria por la técnica ITC (a) Geometrias octaédricas
de los ligantes macrociclico (izquierda), y de cadena abierta (derecha). (b) Geometrias plana
cuadrada de los ligantes macrociclico (izquierda, y de cadena abierta(derecha).

La elucidacion de los posibles complejos de coordinacion de los ligantes se basa en
los estudios anteriormente realizados de estos ligantes y de igual manera de los cristales
obtenidos que fueron estudiados a través de rayos X (Figura 27 y 28). La forma semicerrada
presentada en el bosquejo, se puede apreciar en la forma cristalina que presenta el ligante
edtaBZ.
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Figura 28. Estructura de rayos X de la molécula edtaBZ. Fuente: Santacruz, 2007.

Para un mejor entendimiento sobre el valor de n que ITC provee se decidi6 analizar
la naturaleza de los ligantes y sus estructuras en solucion por lo que se llevé a cabo una
simulacién molecular. Las estructuras de los ligantes fueron obtenidas por medio de
calculos de teoria funcional de la densidad (DFT, por sus siglas en ingles) empleando el

método hibrido PBE1PBE, utilizando en conjunto con una base de funciones de polarizacion
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6-311G (d, p). Para ello se empleé el programa GAUSSIAN 09. Las estructuras presentadas
a continuacioén (figura 29 y 30) son las geometrias optimizadas gracias al programa y

simuladas en agua.

Figura 29. Estructuras optimizadas de la molécula edtaOD simuladas en GAUSSIAN 09.

Figura 30. Estructuras optimizadas de la molécula edtaBZ simuladas en GAUSSIAN 09.

Gracias a la estructura optimizada del ligante BZ obtenida se puede apreciar que a
diferencia de la estructura de rayos X de esta, la orientacion de los anillos aromaticos difiere.
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En solucidn, la orientacion de los anillos aromaticos no se encuentra tan de frente como en
la estructura de rayos X, pero la forma semicerrada se mantiene y un puente de hidrogeno
se puede apreciar.

Efecto de la geometria de coordinacion sobre la estabilidad

Para una mejorar visualizacion de la contribucién de los parametros termodindmicos
obtenidos de los cuatro experimentos realizados, se muestra en la figura 31. Como se
puede apreciar, a pesar de que en todos los casos la magnitud de la energia libre de Gibbs
es bastante similar, la contribucion de los efectos entrépico y entalpico son muy diferentes.

Las observaciones que resultan de esta grafica se describen a continuacion.

Geometria Octaédrica: en medio acido, independientemente de la preorganizaciéon
del ligante, la complejacion esta guiada principalmente por el efecto entalpico. Lo anterior
es de esperarse si se considera que a este pH el complejo octaédrico formado involucra la
formacion de seis nuevos enlaces de coordinacion. Aparentemente la energia liberada
durante este proceso, rebasa la energia absorbida durante la disociacion de las moléculas
de agua que ocupaban el espacio reemplazado por el cation.

Por otra parte, aunque en ambos ligantes el factor entrépico es favorable, la
contribucién de este pardmetro sobre la estabilidad es muy pequefo. Recordando lo citado
en la seccién de antecedentes, el concepto de entropia puede ser dificil de comprender. La
entropia se puede describir como una medida de desorden en el sistema como también la
energia de estado del sistema. Para interpretacion en sistemas acuosos, el concepto de
energia viene siendo el movimiento de un estado ordenado a uno desordenado (y
viceversa), sin embargo, la idea de un estado de alta energia que cambia a un estado de
baja energia es probablemente mas adecuado (Falconer, 2016). Con base en este criterio,
cualquier asociacion deberia tener un costo entrdpico, sin embargo, la liberacion de las
moléculas de agua que rodeaban al ion cobre y al ligante antes de la complejacion, podria

ser la causa de la contribucién entropica observada en la gréfica.
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Figura 31. Representacion grafica de los parametros termodinamicos de la formacion de complejo de
edtaOD y edtaBZ con cobre a pH 5.0 y 10.0

Geometria plana cuadrada: al contrario que en medio acido, en medio basico para
el caso de ambos ligantes la formacion del complejo es guiado por la entropia. Debido a
gue el podando (edtaBZ), antes de la complejacion, poseia mayor grado de libertad que el
ciclofano (edtaOD), era de esperarse que tuviera una pérdida de entropia mayor al quedar
restringido por la complejacion y dado que, de acuerdo con lo reportado en investigaciones
previas por Inoue y colaboradores, por cristalografia de rayos X, los cuatro enlaces
formados, se dan especificamente con los a&tomos de nitrégeno (amina y amida) que no
existen en los brazos pendientes. Lo anterior podria ser la causa de que a pesar de haber
menos enlaces que a pH 5.0, la geometria plana cuadrada si marque diferencia en la
contribucién entrépica respecto al complejo con el ligante macrociclico el cual se encuentra
preorganizado.

Resulta muy interesante la observacion del factor entalpico en el caso del complejo
con el ciclofano (edtaOD), ya que es en el Unico caso en que fue desfavorable para la
estabilidad. Dado que en este caso el factor entrépico resulto ser el mas grande, este parece
ser el tipico ejemplo del efecto conocido como “Compensacion entalpia-entropia” (EEC, por
sus siglas en ingles), el cual establece que, para un sistema quimico similar o proceso a

una temperatura fija, si los cambios de entalpia y entropia individuales se grafican se puede
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encontrar una relaciéon linear. La pendiente de la linea provee una temperatura que es
diferente a la temperatura experimental, y se le conoce como la temperatura de
compensacion. Existen algunas propuestas para tal efecto, pero ninguna de ellas ha sido
aceptada, y EEC permanece siendo un fendmeno empirico, extra termodindmico y
relacionado con un error de medicién (Pan y col, 2016; Pan y col, 2015).

Es importante recordar que al momento de realizarse la complejacion, cuando el
catiébn comienza a ocupar el espacio destinado para la coordinacion, la desolvatacién de la
cavidad ocurre. Esto quiere decir que las moléculas de agua deben salir para que el cation
ocupe ese espacio. La liberacion de estas moléculas de agua de solvatacion puede dar
paso a una ventaja entrdpica y en un modelo complementario las moléculas de agua
liberadas permiten interacciones cohesivas del tipo agua-agua, lo que puede llevar a tener
una ganancia entélpica (Bierdeman y cols, 2014).

Una revision sobre el efecto hidrofébico con complejos supramoleculares realizado
por Bierderman y colaboradores abordan una nueva perspectiva que implica “agua de alta
energia” como una fuerza impulsora no covalente. En esa investigacién fue posible separar
el efecto hidrofébico de las interacciones dispersivas, las cuales son las mas fuertes en
sistemas acuosos. Inclusive alcanos muy hidrofébicos solo se asocian significativamente
en cavidades que contienen moléculas de agua con un nimero insuficiente de posibles
uniones con hidrogenos. El remplazo de “agua de alta energia” en las cavidades por
moléculas huésped es la fuerza impulsora esencial para la complejacion como ha sido
comprobado por los datos obtenidos de los complejos de ciclodextrinas, ciclofanos y
cucurbiturilos, en donde entalpias de complejacion de hasta -100kJ mol™ se obtuvieron para
residuos de alquilos encapsulados. Las cavidades de receptores artificiales son mas aptas
de mostrar el efecto entalpico de “agua de alta energia” que en proteinas o acidos nucleicos
porque contienen menos (o0 ningun) grupos funcionales en el interior de la cavidad para
estabilizar moléculas de agua en el interior (Bierdeman y cols, 2014).

Tomar en cuenta factores como el agua es sumamente importante al momento de
tratar de caracterizar termodinamicamente un sistema, pues la desolvatacion es inherente

al momento de formar un complejo y contribuye tanto entalpica como entropicamente.
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CONCLUSION

La caracterizacion termodinamica del sistema metal-ligando presentado en este trabajo se
realizé gracias a la calorimetria de titulacién isotérmica. Los parametros termodinamicos
AH, AG, AS, Kay n de la formacion de complejo de Cu?* fueron exitosamente obtenidos a
valores de pH 5.0 y 10.0. Independientemente de la geometria de coordinacion la
complejacion ocurre de una manera espontanea y las constantes de asociacion se
encuentran en el orden de 107-108 lo que significa que la estabilidad de los complejos es
alta y que la afinidad del cobre por estos ligantes es alta también.

Se esperaba que la preorganizacion del ciclofano favoreciera la formacién de
complejo, sin embargo, los resultados son similares respecto al podando. Ademas, la
complejacion a pH 10.0 con edtaOD es un sistema guiado por el factor entrdpico y el
fendbmeno compensacion entropia-entalpia se presentd. El valor de n=0.5 obtenido llevé a
la elucidacion de que por cada dos ligantes un catién cobre se encuentra coordinado.

Finalmente, en este trabajo se presentan los parametros termodinamicos obtenidos
de la formacién de complejo de un ciclofano y un podando con cobre en solucién, los cuales
son cruciales para entender el mecanismo detallado de la formacion de los compuestos de

coordinacion.
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RECOMENDACIONES

Realizar experimentos a diferentes valores de temperatura, solventes y metales con el fin
de saber si estos factores afectan la estabilidad del complejo. De igual manera se pretende
continuar con estudios por UV y por espectrometria de masas para corroborar la
estequiometria. Comparar los parametros termodinamicos obtenidos con ITC con alguna
otra técnica como UV. Hacer uso de la quimica computacional para modelado molecular de

los ligantes en estudio y la formacion de su complejo.
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