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INTRODUCCION
Debido a que los polipéptidos tienen un papel de isportancia
fundamental en 1los seres vivos, es isportante conocer 1a
naturaleza de las interacciones con los ianes metalicos
necesarios para las funciones bioldgicas o bien iones msetdlicos
que pueden ser toéxicos, as{ como estudiar sus propiedades
fisicoquimicas.

Para el mejor estudio de estos sistemas es necesario investigar
este comportamiento aan en las unidades sé&s pequefias que forsan a
las proteinas : los asinoicidos.

F1 hecho de reproducir el posible coaportamiento de tales
interacciones, es un reflejo del enorse interés que se tiene por
entender los fendmenos que se presentan. Al respecto se ven
involucrados varios aspectos muy imsportantes que se deben tomar en
cuenta ¢ el comportamiento que pueden presentar los iones en
la solucién de estudio, las caracteristicas que esanifiestan los
ligandos en 1las di ferentes caondici ones experisentales, Yy
finalmente los métados o técnicas experimentales que se van a
utilizar.

Existen diversos métodos para estudiar este tipo de sistemas,
dentro de 1los cuales se enfatizan por un lado el método
‘pntenciométricn, que es una de las técnicas con gran éxito en las
mediciones de equilibrio en los complejos metdlicos y por otro,
los métodos calarimétricos, de gran aplicacién en la determinacisn
principalmente de las entalpf{as de reaccisén.

Ambos métodos, de gran precisién en la sedicién de los parametros
fisicoquimicos de 1los componentes presentes en la so0lucién
sometida a investigacién. En este trabajo se plantean las bases
tedricas generales sobre el estudio de complejos ligando—-iones
metidlicos y las técnicas experimentales aﬁtes mencionadas para su
estudio.
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CAPITR.O I
1.0 GENERALIDADES SOBRE AMINOACIDOS, PEPTIDOS Y PROTEINAS.

1.1 AMINOACIDOS.

Las protefnas se encuentran entre los compuestos mis ispartantes
tanto para la estructura como para la fuxién de las células y son
las moléculas organicas mas abundantes en los seres vivos.

Cada proteina tiene una funcién biolégica especifica, por ejemplo:

-Cantraccién muscular ( Miosina, Actina ).
~Accidén horeonal ( Insulina ).
-Estructural (Colagena ).

-Transporte de gases ( Hemoglobina ).
—-aAnticuerpos.

En la actualidad se han podida aislar y purificar en estado
cristalino moléculas de naturaleza protetnica que varfan tanto en
tamafio como en forme y composici&n. Sin embargo, a pesar de tal
di versidad, las proteftnas tienen caracteristicas cosunes que
perniten descifrar sus estructuras y coasprender sus propiedades.
Las unidades monoméricas de peso molecular bajo, conocidas con el
nombre de aminoacidos, constituyen 1l1la parte esencial de las
protefnas. Los aminoacidos contienen por lo menos un grupo
carboxilo (—CONH) Yy un grupo amino (-NHz ). Se conocen una
gran variedad de alfa-aminofcidos pero veinte son los que se
encuentran mAs conunmente, se les denamina también aminoicidos
standar. La variacién de estos mnondseros ocwrre en la cadena
lateral ¢ Figura 1.1 ).,

cood carbono a

HaN —C —H

R R-cadena lateral

Figura 1,1

?



Todos las aminoacidos, con excepcién de la glicina ( cuyas
moléculas son aquirales ), presentan una configuracisn (5) en el
carbono al fa, perteneciendo también a la serie (L), es decir los
grupos alrededor del carbono alfa tiemen la misma configuracisn
que el L-gliceraldehido ( Figura 1.2 ).

comH CHD CH2C0O0H
| I l
HaN —C -H HO —C —H NHa
| I
R CH2 OH
L-Alfa Awminoicido L-Gliceraldehido Glicina

Figura 1.2

t.1.1., AMINOACIDOS ESENCIALES.

Todos los organismos vivos pueden sintetizar los aminoicidos. Sin
embargo, muchas especies superiores no tienen capacidad pars
sintetizar todos los aminpacidos que requieren para la sintesis
de sus proteinas, por lo que deben ser proporcionados por la dieta
alimenticia. Estos se conocen cono aminoiAcidos esenciales, siendo
veinte los al fa-aminoicidos.

La estructura de la cadena lateral ( R ), permite clasificar a los
aminoAcidos en cuatro grupos importantes (1)1

~Ani nodcidos hidrofébicos.
~Aminoacidos neutros ( sin carga ).
—-Aminoacidos con carga positiva.
—-Aminp4acidos con carga negativa.



1.1.1.1 AMINDACIDOS8 HIDROFGBICOS.

Estos aminoicidos asi se denominan por ser menos solubles en
aguas; el menos soluble es la alanina que viene a representar el
1imite entre 21 tipo de aminoacidos polares y los que no tienen
carga. Existen ocho aminoacides que tienen grupos no polares, de
éstaos, cinco tienen grupos que consisten de una cadena alifatica @
alanina, valina, leucina, isoleucina y prolina, dos con estructura
ciclica: fenilalanina y ¢triptéfano, por dqGltimo metionina que
contiene azufre ( Tabla 1.1 ).

TABLA 1.1
AMINDACIDOS HIDROFOBICOS

NOMBRE GRUPOS R NOMBRE GRUPOS R
H HaC H
- i —
ALANINA CHas —€ ~coo VALINA cH — ¢ —coo
| |
NHa Hac’ N

LEUCINA e ISOLELICINA
HsC ' H
CHa —CHz— CH & —coo™
HsC Hlé éﬂl

FENILALANINA

H

H -
Q— CH2 —C -£00

!

s

TRIPTOFAND H
] -
S
i
- NHs
H
METIONINA : H
- ] -
CHs S ~CHz ~CHs —C —COO
yﬂl




1.1.1.2, AMINOACIDOE NEUTROS.

Esta clasificacidén abarca a los aminoicidos que contienen gqrupos
neutros, por lo que pueden farmar puentes de hidrégeno con el
aqua. En los aminoacidos serina, treonina y tirosina, la polaridad
se debe a la presencia de grupos hidroxilos (~-OH). En el caso de
la asparagina y glutamina, se debe a los grupos amida (-CO-NH2)3;
en el caso de cistelina se debe la polaridad a 1la presencia del
grupo sulfhidrilo (-SH). Cumo estos grupos tienden a perder sus
protones por ionizacién respecto a los grupos R de otros
aminoicidos, se encuentran uue.ranente ionizados & pH de 7 [4
Tabla 1.2 ).

TABLA 1.2
AMINDACIDOS NEUTROS

NOMBRE BRUPOS R NOMBRE BRUPDS R
GLICINA H SERINA H
H~C —coo™ MO —CHa —C ~C00™
TREUNINA DHH CISTEINA H
CHa —& —£ —coo™ HS —CHz —C —CoD™
TIROSINA

“H
] —
oH Ocn: ~€ —coa
NHs

ASPARAGINA

HaN . H
N —CHa —C —coa™
<

HaN H

GLUTAMINA

N h -
,c —~CHz2 —CHa —l? ~Con
0 l‘l“l




t.1.1.3. AMINDACIDDB CON CARGA POBITIVA.

Los aminoscidos bisicos que presentan el grupo R ton una carga
positiva a pH 7, contienen seis 4Atomos de carhono. Estos
aminoscidos san 1 lisina, arginina e histidina, ésta Gltisa se
encuentra en la linea limite de sus propisdades, dado que a un pH
de 6, mis del S0 % de las moléculas tienen el grupo R cargado
posi tivamente en forma protonada, pero a un pH de 7 menos del 10
% presentan carga positiva ( Tabla 1.3 ).

TABLA 1.3
AMINOACIDOS BASICOS

NOMBRE GRUPOS R
. H
LISINA HaN —CHz —CHa —CHz —CHz —C —CDO
J
Ns
*
ARGININA - H

HaN —C —NH —CH2 —CHa —CHa -¢ —coo”

ORUPO QUANIDINO- NHz N

HISTIDINA H .
HC = (;.' —~CHz —-l! ~C00
l
MY N e

c
GRUPO IMIDAZOL H




1.1.1.4. AMINDACIDOS CON CARGA NEGATIVA.

En el grupo se encuentran dos aminoAcidos: el acido glutamico vy
el acido aspartico, 1los cuales tienen otro grupo carboxilo
ionizado completamente a pH entre 6 v 7 ( Tabla 1.4 ).

TABLA 1.4
AMINOACIDOS CON CARGA NEGATIVA

NOMBRE GRUPOS R

ACIDO ASPARTICO

o H
I —
C —CHz ~C —€COG
” 1
o NHa
+*
ACIDO GLUTAMICO _
L o H
AN 1 -
C ~CHa —CHz ~C —CO0
1
o” NHs

1.1.2. PROPIEDADES GENERALES DE L.0OS AMINOACIDOS.

Para entender las propiedades de las proteinas, es necesario
conocer las propiedades de los aminoAcidos.

1.1.2.1 DIPOLARIDAD Y ANFOTERISMO DE LOS AMINQACIDOS.

tos aminoacidos no siempre se comportan como compusstaos
orgianicos. Cuando se encuentran en forma cristalina se chserva que
tienen un punto de fusién por arriba de 1los 200° C. Son suy
solubles en agua, pero poco solubles en solventes no polares, esto
es entendible debido al hecho de que las moléculas en el estado

cristalino se encuentran estabilizadas por fuerzas electrostaticas



que sirven de atraccién entre 1los grupos que presentan carga
opuesta. Los aminoacidos presentan momentos dipolares grandes
siendo a la vez menos 4&cidos que la mayoria de los 4cidos
carboxilicos y menos basicos que la mayoria de las aminas ¢ Figura
1.3).

conH
l
HeN — 1 —H RNHz RCOOH
l .
R
pKa 10 PKb 4 pka S
pkb 12
CooH i coo”
. . é
HzN —C —H —_— HsN —C —H
|
R R

ION DIPOLAR

Figura 1.3

Estas propiedades de los aminodcidos se debe a la presencia de un
grupo amino basico y un grupo carboxilo 4cido en la misea
molécula. El aminoidcido da una reaccién interna scido—base, para
dar un ion dipolar. En solucién acuosa, el ion dipolar del
aminoidcido presenta un equilibrio entre la forma catidnica vy

aniénica de éste.

La posicién de este equilibrio depende del pH de la solucién y de
la naturaleza del aminoicido. En soluciones fuertemente 4cidas,
los aminoédcidos se presentan principalmente como cationes y en
soluciones fuertemente basicas se encuentran presentes caomo
aniones ( Figura 1.4 ). El pH al cual un aminocicido no lleva carga
neta de los iones se define como punto isoeléctrico del
aminoicido.

Tales puntos se determinan por medio de la electroféresis, praceso
con el cual se mide la migracién de los iones en un campo
eléctrico y sus valores varian de un aminoacido a otro ayudando



asf{ a clasificarlos como neutros con un valor de pH alrededor de
5.%-4, bssicos alrededor de 9-10, y &cidos sobre valores de 3.

EN ACIDO:
o~ cooH
IS '! . — - '
HaN —C —H + H ——— N —rl- —H
RI R UN CATION
EN BABK:
oo~ con~
. | - .
HaN'—C ~H + OH T——= HaN—C —H + H20

UN ANION

2
pr

Figura 1.4

Algunos aminoscidos y los valores de los puntps_isnelé:tricos que
tienen, se presentan en la tabla 1.5,

TABLA 1.8
NOMBRE VALOW P. 1.
ALANINA 6.00
GLUTAMINA S5.65
ACIDO OLUTAMICO 3.22
ACGIDO ABPARTICO 2.77
LISINA Q.74
ARGININA 10.76
P.I. : PUNTO ISOKLKCYRICO.

1.1.3. ESTEREOQUIMICA Y ESPECTRO DE ABSORCION DE LOS AMINOACIDOS.

Los aminodcidos suestran actividad éptica al desviar el plano de
la luz polarizada cuando se les examina mediante e1 polarisetro.
Esto es debido a que tienen un stomo de carbono asimétrico, es
decir, se tiena un centro de asimetria y la posibilidad de que
cuando cuatro diferantes grupos =e hallan en tal carbono, se
forman dos diferentes arregQlos espaciales, de modo que existe la



posibilidad de dos diferentes estereoisdémeros. Los aminakcidos qus
desvian la 1luz polarizada hacia 1la derecha 12 denoainan
dextrorrotatorios (+) y hacia la izquierda levorrotatorios (~).

En el caso de 1os aminoacidos, 1o importante es conocer e&n
realidad la disposicién de los cuatro diferentes sustituyentes gue
pueden existir alrededor del centro de asimetria, es decir, su
configuracién absoluta. Para ésto, se ha escogido en forans
abitraria una wmolécula staendar que sirve de referencia para
los esterescisoseros de los aminoAcidos, el gliceraldehido, el cual
tiene dos posibles estereoiséneros enantiémeros designados por
medio de las letras L y D ( Figuwa 1.5 ).

Comparando el amino&cidao alanina, se observa que el grupo amino de
la alanina situado sobre el carbono (centro de asimetria) puede
ser comparado estéricamente con el grupo hidroxilo del carbono
asimétrico del gliceraldehido,y finalmente, el grupo carboxilo del
ami nodcido con el grupo aldehido del gliceraldehido. Finalaente,
el grupo R del aminodcido se relaciona con el grupo -CHaOH del
gliceraldehido. Los esterecisémeros I y L de cualquier aminoacido.
tienen propiedades ﬂsicés Yy quinicas idénticas, a excepcién de
que rotan 1a luz polarizada en direcciones opuestas-

conH HCo
| |
H —C —NHz2 H——C —O0H
|
CHaOH
D-ALANINA DP-0OL ICERALDERIDO
Figura 1 .8

1.1.4. RUTAS SINTETICAS PARA LOS AMINOACIDOS.
Los aminoicidos comunes son compuestos relativamente sencillos vy

la sintesis de las mezclas racémicas de la mayor parte de estos
aminoacidos se pueden realizar por medio de técnicas estandar
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normales. Existen tres reacciones importantes, sustitucion,

sintesis de Stracker y aminacién reductiva (2).

SUSTITUCION
£)NHs
RCHCO2H —————s RCHCO2H
aH
X NHz
SINTESIE@ DE STRECKER
H sNH3 , ~H20 RCHOCM2H
C=a0 ————p
R DHCN NH2
aHN)
AMINACION REDUGTIVA
R 2 NHs
C=0 —_— RCHCN2H
| » Ha/Pd/r |
£ozH NH2

1.2. PEPTIDOS

Un péptido es una amida formada por dos ©O @=a4s aminoscidos.
anlace de una amida entre un grupo amino de un aminoacido
denomina enlace peptidico. Cada aminociacido en una molécula
péptido se llamna unidad.

Los nombres asignados coso dipéptido, tripéptido etc., ests
funcidn del némero de estas unidades enlazadas. Un polipéptido
aquel que presenta en su estructura un gran naeero de unidades
amino&cidos. Por convencién, lta clasificacién de péptidos

El

en
es
de
ae

asigna a aquellas poliamidas con senos de 50 unidades, a una sayor

se le confiere la clasificacién de protefna.
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Los polipéptidos deben considerarse comp aamidas sustituidas, eésto
se debe al enlace peptidico que muestra un alto grado de
estabilizacién y a la ligadura sencilla existente entre el carbono
y @] nitrégeno presenta un carscter aproxisado de un 40 X de doble
enlace ( Figura 1.6 ).

a2 -
]
-]
I
-3 -3
1
F 44
!

Figura 1.8

La evidencia del caracter de dable enlace en una unidén peptidica
se encuentra en las lomngitudes de enla;e. La longitud del enlace
peptidico es mis corta que la del enlace sencillo C-N 1.32 A°
para el primero, y 1.47 A° para el enlace tipico sencillo de una
amina. Por el contrario, el doble enlace del —l‘.'>=0. funciona
aproximadamente en un 40 % con caricter de enlace sencillo (1).

Lo anterior origina que el grupo imino -NM—-, del enlace peptidico
no tenga tendencia a ionizarse, por 1o que el snlace C-N sersd msuy
rigido y no podrid girar libresente. Fl andlisis por eedio de rayos
X muestra que las cadenas laterales del amincicido alrededor del
enlace peptidico estin en una estructura trans. Ents
estereoquimica reduce al minimo el impedisento estérico de las
cadenas laterales y la repulsion de las cargas.

El ntmero de conformaciones posibles para 1os grupos pepti{dicosn se
enctuentra limitado debido a la caracteristica planar de 1los
enlaces y las restricciones rotaciaonales a las que se ven sujstos
los enlaces sencillos al carbono-a.

12



Rasachandran et al (2a) exasinaron sistemiticamente las
restricciones resultantes de las fuerzas de Van der Waals antre
los stomos de los grupos peptidicos cuando éstos son rotados
alradedor de 1os enlaces sencillos con el carbono-a. Si se
designan los dtomos del primer grupo peptidico como:

Ha
» |
C4 —€1 —N¢ —C2
I
04
y como segundo Qrupo por:
Hz
» |
Ca —C3 — N2 -—C»
Il
02
Las rotaciones de los dos grupos de péptidos se representan por ¢
y por ¢’, respectivamente ( Figura 1.7 ).

FIBURA 1.7

La conformacién stindar inicial ¢ = ¢’= 0 es aquella en la cual,
los planos de los dos qrhpus peptidicos y el plano definido por
Ni- Ca- C2' coinciden con los grupos NH de las dos unidades
peptidicas seffalando hacia cada uno.
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t.as propiedades Acidas y bisicas de los péptidos se debe en gran
madida a los grupos a—-asina y a-carbaxilo en su forsa libre en
ambos extremos del péptido. A tales extreaos se les asignd un
nosbre especifico H residuns N-tersinal 1% C-terainal
respectivasente. Cuanto sayor sea el naesero de residuos de
asinoscidos en el polipéptido, sayor es el nasero de posibilidades
estructurales.

1.2.1. HELICE ALFA ¢ a )}

En términos generales, si el sngqulo del par ¢ y ¢ es el aisso
para cada punto de enlace, la estructura generada es de tipo
helicoidal a 1a cual se le denaomina hélice alfa. Como la cadena
polipeptidica gira a lo largo sobre =i sisma, cada 3.6 residuos de
aminoscidos ocupan una vuelta completa. En este sodelo, los
qgrupns R de los asinocicidos se orientan hacia afuera de la hélice
que queda suy compacta y forsada por los dtosos que constituyen la
serie de enlaces peptidicos ( Figura 1.8 ), El arreglo de hélice
alfa permite que cada enlace peptidico de la cadena participe an
la formacién de los puentes hidrégeno intracadena, es decir, dan
origen a dos sitios unidos dentro de una missa cadena.

ENLACES DE
HIDROGENO
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1.2.2 CONFORMACISN BETA ( 3 )

Por medio de estudios de difraccién con rayos X de proteinas que
sp conocen como 3~ queratinas, se ha 1llegadn a aclarar algunos
puntos scbre la confaormacién 3 en las cadenas polipeptf{dicas ¢
Figura 1.9 ). Si se calientan fibras de a—-queratina en presencia
de agua, tales fibras pueden estirarse al doble de su longitud
original. De estudios por medio de la difraccidén de rayos X, se
obtuvieron patrones muy similares a los de la protefna fibrofna de
la seda, que es un ejemplo de una 3-queratina. Pauling & Corey
concluyeron, que la transicidn de la estructura de a-queratina a
fA-queratina, se debe al rompimiento térmico de 1los puentes de
hidré4geno intracadena que estab%lizan normalmente la hélice alfa.

Figura 1.9

1.2.3 ENLACE DE HIDROBENO.

La conclusién de que el 4atomo de hidrégeno puede ser atraido
simul taneamente hacia dos o mas atomos de otros elementos y servir
como un 4tomo de enlace es generalmente descrito por W. M. Latimer
y W. H. Radebush, quienes emplearon el concepto para explicar

comportamientos de varios sistemas en estudio (3).
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Actualmente se reconoce que el enlace de hidrédgeno es el sas coatn
y fuerte de todas las interacciones moleculares y, excepto para
las interacciones idnicas y-.'}cc‘:ve@lgntes, es probablemente 1la
estructura simple mas inpnrt’ani:é' en quimica, fisica, bioclogla,

cristalografia, nineralogfa, geologia, etc. ¢ 4, 5, &).
1.2.3.1. ALGUNAS CARA'CI'ERSSTICAS‘DEL ENLACE DE HIDROGENO.

Las energfas de enlace se encuentran en un intervalc de 3 y 10
k;al /mol en la tablavyx.b. Los enlaces debajo de estos valores se
consideran débiles, y aquellos que se encuentran por encima de
estos valores son considerados enlaces fuertes ( 7). Los enlaces
de hidrégeno en el intervalo débil y normal, son de particular
importancia en sistemas biolégicos donde los cambios de energla
son minimos.

La longi tud de un enlace de hidrégeno se encuentra expresada cono
uné di stancia internuclear entre los dos Atcu'ms electronegativos,
algunos valores se muestran el la tahla 1.7 { 8). Los datos
reportados en la tabla 1.8 indican que los enlaces de hidrégeno
en general son asimétricos; es decir el Atonmo de H no se encuentra

localizado exactamente en la parte media entre otros dos atomos.

TABLA 1.6

ENERGIAS DE ALGUNOS ENLACES DE HIDRGGENO COMUNES.

TIPO DE ENLACK BISTEMA . ~-488 (Kcalsmoly
Fe HeeF : . HFE() : e 5.80
F- H==0 'HF '+ CHaCOCHs 11.00
~H-—-0  CHsCozH(g). _ ~ . 7.00

C U Haoegy 5.00
N- H=~0 . CHsCONHCHsfen CCle) . .. 3.90
C- H-—0 . e CHCla+CHaCOCHs (LY~ ' 1.0.95,
C-H—N - LT HENtY L e iEi30
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TABLA 1.7

LONBITUDES DE ALBUNOS ENLACES DE HIDROBENDO COMUNES.

ENLACE COMPUESTO LONGITUD ENLACK COMPUKSTO LONGITUD
(%) A°%)
F— H--F NaHFz (c) 2.27 N-H——0 NHe OOCHs 2.81-2.89
HF (1) 2.49 N-H——F NHeF 2.61-2.82
0-H—0 Sales 2.40- N-H—C1 NHOHC1 3.20
acidas. 2.55 N-H-—N NHeN 2.94
O-H—F CuFa2Ha0 2.65- NHa 3.33
2.72 C-H4—-0 especies 2.92
S-H-—8 Ha2S(c) 3.94 orgénicas
TABLA 1.8

DISTANCIAE DE ENLACE OBSERVADAE EN ESPECIES A- H--B.

TIPO DK DISTANCIA DE ENLACK (ANGSTROMS)

ENLACEK A---B H---B
OBSERVADOD CALCULADO OBRSERVADO CALGULADO

F-~— H— F 2.4 2.7 1.2 2.6

0~- H— F 2.7 2.8 1.7 2.6

N-- H-~ F 2.8 2.9 1.9 2.6

1.2.3.2. TIPOS DE ENLACE DE HIDRGCOGENO.

l.a clasificacion se determina del arreglo estructural ( 5).

1. Intermolecular, extendiéndose sobre varias msmoléculas. Un
ejemplo tipico es un arreglo de Atomos de oxigeno ( alrededor de

cada atomo de oxigeno ) , como el predicho por M.L. Huggins vy
verificado por W.H. Bragg ( 9) ( Figura 1.10 ).
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Figura 1.10

2. Intermolecular, extendiéndose sohre dos 4atomos solamente

en

especies diméricas. Los s4cidos carbox{licos alifaticos cristalinos

son ejemplo ¢ Figura 1.11 ).
O---H—0O
H—C’ C—H
O—H----O

Figura 1.11

3. Intramclecular, envolviendo un Atomo de hidrégeno enlazado
dos Atomos en la misma molécula. EI éjemplo ‘es el isémero
O-clorofennl (¢ Figura 1.12 ). C) H

|

i

1
cl

Figura 1.12

can
del

4. E1 caso especi{ifico con el ion FHF , el cual existe como - una

especie casi planar con distancias cortas de enlace ( Tabla 1.7 ).
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1.2.3.3. EFECTO DE LA PREBENCIA DEL. ENLACE DE HIDROBEND.

La existencia de los enlaces de hidrégeno se infiere por los
cambios en ciertas praopiedades fisicas. Los cashios atribuidos a
10 enlaces de hidrégeno incluyen el auasnto en el punto naraal de
ebullicién, punto de fusién, vaporizacion, el decressnto en la
presicn de vapor y punto narmsal de congelamianto. ¢ 7). La técnica
de rayos X permsite la localizacién de los Sstomos de H relativa a
otros atomos (10).

1.2.4. PUENTES DISULFURO.

Tomando en cuenta las propiedades de 1os péptidos, ha sido posible
analizar la estructura de varias proteinas forsadas por una o
varias cadenas polipeptidicas unidas  por pusntes disulfuro.
8i una proteina presenta una sola cadena polipeptidica, habr& que
elisinar la posibilidad de sncontrar puenites disul furo

intracadena.

La forma de este tipo de enlace es Gnico para cada protetina y su
funcidn comim del enlace es proveer de una gran estabilidad extra
a la proteina plegada. En vista de esto, no es sorprendente de que
algunos puentes S-§ pueden ser rotos sin que la proteina afecte
sus funciones.

1.2.5. BINTESIS DE LOS8 PEPTIDOS.

El1 problema principal se presenta en el hecho de que hay ais de
una forma en que se pueden unir los aminokcidos. Es imsportante
proteger los grupos reactivos que podrian dirigir la reaccidn a
resul tados no esperados y dejar libres aguellos grupos deseados.
Los grupos bloqueadores deben reunir ciertas caracteristicas comso
el que sea inerte en las condiciones propias de reaccidn y
facilmente eliminable cuando el desarrollo de la sintesis sea
concluido. Como ejemplo de grupo protector se encusntra el grupo
carbamato, inerte y facil de elisinar. Ejesplo @
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Ok - b = G amle

GLICINA BRUPD CARBAMATD

El desarrollo de las técnicas ayudan a mejorar los métodos de
sintesis, ejamplo es la sintesis de péptidos de Merrifield. En
este tipo de sintesis, una resina sostiene al aminaicido
C-terminal por el grupo carboxilao, aisntras e encumntra
sintetizando el péptido. La resina es un poliestireno en cuya
composicién se  encuentra aproxisadamente 1 x de unidades
p-clorometil estireno.

CHz2C1
I_ CHCHz CHCHz2 _’ X
A DE POL > QUE GONTIENE  UNIDADES oE P-CLOROMETSL.

ESTIRENO,

1.3. PROTEINAS.

1.3.1 CLASIFICACION.
Las prateinas se pueden clasificar seqin el tipo de funcién que

desenpeffan v en la tabla (1.9) se presenta una clasificacién y
las describe de una forma general.
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TABLA 1.9

EJEMPLO8 FUNCIGN

HMORMONAS

Insulina Regula e] metabolismo de la glucosa.
PROTEINAE ESTRUCTURALES

Alucoproteinas Forman parte de cubierta y pared celular.

Al fa queratina En piel, plunas, uffas y cuernos.

Col agena Tejidos conhectivos como tendones,huesos.

Elastina En los tejidos de los ligamentos.
PROTEINAS DE TRANSPORTE

Hemoglobina Transporte de oxfigeno &n la sangre.

Micglobina Transporte de oxigeno en magsculos.

Albumina serica

Miasina

Actina

Transporte de idcidos grasos en la sangre.

PROTEINAE CONTRACTILES.

Faorma parte de los filamentos gruesos de
las miofibrillas.

Forman 1los filamentos delgados de las
miofibrillas.

PROTEINAS RELACIONADAS CON LA INMUNIDAD ¥ LA DEFENBA.

Anticuerpos
Fibrinsgeno

Trombina

Forman comple jos con los antigenos.
Forman fibrina en la coagulacién de la
sangre.

Forma parte del sistema de caogulacién.
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EJEMPLOS FUNCISH

PROTEINAS QUE REQULAN OENES.

Histonas Se asocian con determinada regidn del
DNA.
No-histonas Algunas de estas proteinas tienen accion

regul adora sobre la actividad de genes
esper-ificos.

ENZINAS
Citocromo C Transfiere electrones.
DNA polimerasa Replica y repara DNA.
Ribonucleasa Cataliza la hidrélisis del acido
ribonucleico.

1.3.2. ESTRIKTURAS SUPERIORES DE LAS PROTEINAS.

Las secuencias de los aminoacidos en una molécula de proteina se
11 ama " estructura primaria de 1la proteitna. Muchas de las
propiedades de 1a proteina se deben a la érienttién de 1la
molécula como un todo. La forma ( helicoidal ) que adopta 1la
molécula se 1lama estructura secundaria. Las interacciones
ulteriores, caomo el plegarse en si misma en forma de esfera, se
denominan estructura terciaria. La interaccién entre ciertas
subunidades de protefina se 1laman la estructura cuaternaria. Todas
estas estructuras se denominan en conjunto estructuras superiores
de las proteinas.

1.3.3. DESNATURALIZACION DE LAS PROTEINAS.
La mayoria del tipo de proteinas que tienen dos o mAs cadenas

polipeptidicas, si se sujetan a la accisn del calor o a altas
concentracion de urea, (] el evado pH, sufren cambios
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conformacionales que ariginan la pérdida de wsus caracteristicas
estructurales superiores generando un desansasble de las cadenas
que se separan en hélices al azar. Tal procedisiento recibe el
nombre de desnaturalizacién de proteinas. Otros factores gque
pueden provocar esto son los detergentes, l1os agentes mxidantes vy
reductores, 1os cambhios en el tipo de solventes y la teapecatura.

Si el procedimiento de desnaturalizacién e realiza bajo
condiciones cantroladas, es posible en algunos casos, que las
cadenas polipeptidicas de una ;érnteina pusdan ser ssparadas una de
la otra sin afectar su estructura terciaria noreal.
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CAPITULOD II

2.0. PROPIEDADES DE LOS IONES METALICOS EN SOLUCIONES ACUDBASB.

" . Para ca-brcnder mejor adn el cosportamiento de los iones setslicos

con las sustancias, fin de este trabajo, se plantean algunos
aspactos importantes que presentan los iones en solucisn.

2.1. NATURALEZA DE LOS8 IONES HIDRATADOS.

Se ha dado a través del tiempo, especial atencién a la naturaleza
de los iones hidratados. En particular, se han presentado ciertas
tendencias en decidir si un numero definitivo de aoléculas de agua
ests asociado con un i6n particular generando una especie
‘molecular. Redlich y Hood (11) enfatizaron 1a necesidad de un
criterio experimental v4lido p.lra' estudiar este hecho y
concluyeron que la espectroscopfa de Raman era la mis adecuada. La
idea bisica es que la formacidn de una wespecie debe durar el
tiempo suficiente para que permita la observacién del espectrao.

Una revisién al trahajo de Bockris (li), indica una gran
variabilidad en la determinacién de los nGgmeros de hidratacién,
esto posiblssente se entiende en base a un esodelo sencillo en
donde se considera a un ié6n que ejerce una influencia socbre las
moléculas de agua, siendo las mis cercanas al idén las que
presentan mayor intaraccion y que disminuye en referencia a
moléculas de agua mis distantes. El ambiente de un catidn en una
solucién acuosa se describe en la figura 2.1 , las regiones (13,
14) son @

Figura 2.1
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A la primera esfera de (cowdinacién) solvatacion del catién,
contiene seis moléculas de agua que directasente interaccionan o
se enlazan con el catidn.

B) Una segunda esfera de solvatacidn en donde el volusen presenta
una variacion que depende de 1la naturaleza del catiéng para iones
pequefios multivalentes el volusen es grande sientras gue para
cationes monoposi tivos es pequelio.

C) Esta esfera presenta un alto grado de desaorden, que funciona
como una zona de divisién entre las zonas a) y b) con la zona d).

D) Disolvente.

Es importante indicar que este esquesa aplica en las soluciones
msuy diluidas, en donde el promedio de separacién entre los iones
en una solucién electrolitica 131 de concentracién 10M, 1 My 0.1
M son 4.4, 9.4 y 20 A° respectivamente (15). El término esfera
surge de la apariencia de simetria esférica aproximada que tendria
un elemento interactuante con el ién.

£n el caso del ién Cr (HzD):s', con la ayuda de rayos—-X y de
experimentos de intercambio de U". el cual puede representarse en
la forma @

Cr (2003 + XH20'® s CrHao)X® +  XH20

donde X es el valor a determinar. La reaccién involucrada es
lenta, wl tiempo medio a 25° C ®s de 40 hrs. Es factible
detersinar el namero de intercambio de msoléculas de agua
relacionadas con el Cr'® mediante la determinacién de la cantidad
de issStopos posterior a la diluciéon en la mezcla del i6n setslico
con Ho0'. E1 radio de l1a esfera de moléculas de agua enlazadas al
ién metdlico fue determinado como 6. La gran cantidad de trabajos
rel acionados con el nGsero de coordinacién de este 1i6n, persiten
deterajinar un valar de 6, la que hace posible establecar que la
primera ssfera de coordinacion se haya podido calcular -en aste
caso para el Cr*" -,
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2.2. HIDRSL.ISIB DE LOB IONES METALICOS.

Asl como los parss de slectrones no cospartidos de los 4tomos de
nitrégeno en las aminas son capaces de coordinarse con los iones
setalicos para formar complejos, asi también los pares de
electrones no compartidos de los 4&tomos de oxigeno en las
molécul as de agua son capaces a su vez de coardinacién ¢ 16, 17).
En consecuencia, los iones metilicos en soluciones acuosas deben
ser cansiderados como iones complejos (18), y esta formacisn se
debe en forma general al desplazamiento de las moléculas de agua
coordinadas por el ligando en cuestisén.

tna mayor complicacién en el estudio de las interacciénes de los
iones metilicos con moléculas pequefias y con proteinas, es la

hidrélisis de estos iones. El proceso de reaccion mas simple puede
ser representado por la reaccién,

Aa** + Ha0  —— Al + W

Existen diversas maneras de observar este proceso, y la reaccién
puede ser escrita de las siguientes formass

Al (H20) &® + H20 —— Al (H20)80H"* + Hi0"

8
Al (Ha0) &° ——  Al(H20)8(0H)*" + H'
6

ALt + o — Al(OH**

]

Al (H20) 3® + OH™  —— Al (Hz0) soH*? + H0

y asi{ sucesivamente.
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Las diversas repressntaciones raflejan los diferentes intentos
para indicar las especies presentes y los posibles ascanisaos para
@l proceso. Actualsente, se cree que el proceso puade cantinuar en
una serie de reacciones consecutivass

Al (H20)6** —  AalaoIsom* + H°*
Al (H20) 5 (0H) ** ——  Al(HOI«(OHIE + H*
Al (H20) ¢ (OH) 2* — Al(H0)a(OH)® + H °*
Al (H20) (O3 * ——s Al(H0) (OHI o™ "+ H *

Una complicacién mayor se presenta cuando especies hidrolizadas
tales coao Al (H0)s (Oﬁ) "puaden ser consideradas con
posibil idades de polimerizacién mediante un proceso de
condensaciéns

2A1 (HO)5(0H) ** —» [(Ha0)SAl — O —Al (H20)s |** + Ha0

Tal proceso puede continuar casi indefinidamente por la pérdida de
iones H' y 1a formacién de nuevos puentes. Estas esspecies pusden a
su vez iaplicar iones H* ®n las reacciones de equilibrio 1

[He0)8A1 — O ——Al (H20)5 |** s

*

[¢H:0)BAl — O —AL (H20)4COH) |*® + H
6

|Ha0)sAl — 0 —al H0IB[** + H® —» "

| mO)BAY — J —Al (Ha0)e |*®



Los términos @1 y oxo son comunmente empleados para distinguir el
tipo de puente (OH y O respectivamente), y el proceso recibe el
nombre de alacién.

Algunos valores de pkas y pkaz para una serie de iones metilicos
se encuentran en la tabla 2.1, éstos describen e}l equilibrio en
las condiciones de temperatura y fuerza iédnica definidos. Otros
valores ayudan en cierta medida para 1la prediccién de la
hidrélisis en funcidn de el valor de pH, debido a que muchos
hidréxidos metalicos son insolubles (49). Se sefialan mas valores
en el trabajo de Mattock ¢ 19).

En la tabla 2.1 se muestra el valor del producto de solubilidad
para cada hidréxido metalico de los que se mencionan. La mayoria
de los valores provienen de Latimer (¢ 22). Los valores de
solubilidad nos indican el comportaniento de las formas
hidrolizadas de los iones metalicos, dado que se puede generar una
nezcla de precipitados, esto se debe a la presencia de otros iones
en la solucién. Por ejemplo, los precipitados de hidroxido de zinc
pueden contener nitratos, cloruros (37), & sulfatos '(  49). La
novena columna indica valores aproximados de pH dande empezari la
precipitacién de los hidréxidos metilicos de soluciones 0.01 M de
cloruros solubles, nitratos, o sul fatos. Los valores se obtienen
de Britton (50).

Los iones metidlicos que se presentan en la tabla 2.1 , estan
divididos en tres grupos, el primer grupo contiene a aquellos
metales cuyos valores de pkas, se encuentran por arriba de 1t \'4
para aquellos hidréxidos metilicos que comienzan a precipitar con
valores de pH 9 o mayores a éste. El grupo dos agrupa a aquellos
hidréxidos metalicos que precipitan en un intervalo de pH entre 6
y 9. Los valares de pkas se encuentran en un intervalo de 8 hasta
11. A valores mayores de los pH presentados, dependiendo del
metal, la hidrélisis debe tomarse en cuenta. Por supuesto, la
precipitacisn del hidréxido se puede prevenir por la presencia de
suficiente cantidad de algun ligando, el cual complejars al
setal reduciéndose as{ la actividad del isn libre.
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TABLA 2.1

TIPO 1

ION Z| TEMP ANION I jpkas pkaz Ks.p. P8 REFERENCIA
prec

Tl: 2 25 Oll- O] 12,48 0.72 44 20,21,22
‘qﬁl 2 23 OH t4.47 12.14 s -] 29,18
'ﬂ’z o as ou_ of 18.85 S.040 18 2%,22a
lr’z (-] 23 on o] 18.04 3. 2%40 19 280,22
ca‘z -] as Dll_ al 12.70 l.axto“ 42 (20,21,24,22
Mg -] as cl o| s1.62 2.4%30 10 23,28 ,27
ke. p. = constante de producio de eotubilidad,.

PH PREC. = valor de pH de precipitacion .’
1= fuerza ionica TEMP = temperatura 'Z

10N AEFKRENCIA
+2
[ L 22,29
+2
Feo 20,22,90
+2
Co 24,82,88 .
+2 .
Ni 24,82
o3 B .
cd - 35,22,28
o2 20T
Zn 80,97,90,22
+2 :
ro i T
ION | rup : : Ke.p.  |pM imEFERENCIA
o e N PRECG.
+ -20
se? e as 1. 8x30 s 22,19,40
s |, . -39
at®: s | 18 S, ONgO . 41.42,63,22
+3 PR -as
cr 6 | eB . x40 . 46.,45,01,22
+8 R -
Fe L Jasiil 1.8x0% 40,22
2 R -26
Hg 2 28 4. OX40 2 47,48 ,49
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En los metales del ¢ltimo grupo , la hidrélisis ocurre a valares
menores a 7 de pH, en una regién en donde las proteinas son
inestables. El1 estudio de los iones metiAlicos de este grupo a pH
mayor de 2 & 3, depende de la formacién del complejo con los
ligandos que desplazan al ion hidroxilo, por ejemplo, la afinidad
del Hg’z por el ion cloruro es suficientemente grande, que el
cloruro de mercurio no se hidroliza significativamente aan en
valaores de pH alrededor de 7.

2.2.1. FUERZA IONICA.
Los valares de las constantes de hidrélisis generalmente presentan
variacién con respecto a la fuerza id6nica. En la tabla 2.2, se

observa sste comportamiento (51, 52)

TABLA 2.2

EFECTO DE LA VARIACION DE LA FUERZA IONICA SOBRE LOS VALORES
DE LAS CONSTANTES DE HIDROLISIS (pK) A 2° ¢

P2 (NaC10e¢) /M 0.30 3.00
pk®4 7.8 7.9
nit? (KND3) /M 0.030 0.30 1.00
pK>* 10.22 10.23 10.264
Ga*® (NaC104) /M o.10 0.30 °  0.50
pk®2 2.87 2.48 2.30
T (NaC1Ne) 7N 1.50 3.00
Y 1.07 1.16

En 1a grafica 1 del apéndice 1,se chserva la dependencia de 1la
constante de hidrélisis pK para el catién Nf‘ respecto a la fuerza
idnica (a), y respecto a la ralz cuadrada de la fuerza idnica ()
(53). Para el sistema Ni'ZpK = 9.8610.03 (53)3 Mn** pk = 10.39
'40.08 (54) y B8.96 * 0.03 para In'? (55), a 25C°
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2.2.2. EFECTOS ESPECIFICOS DE LOS IONES.

La naturaleza de la sal que se amplea para mantener s
concentracidn idnica constante puede tener algunns efectos sobre
el valor de la constante de hidrélisis pK. Esto s muestra mejor
en la tabla 2.3,

TABLA 2.3
EFECTO ESPECIFICOS DE LOS IONES SOBRE LAS CONSTANTES DE
HIDROLISIS.

n*? 2M KC) 2M NaCl 2M NaCl0e 3M KeCl 3M Nacl
pk®!  9.02  9.11-9.14 9.55 9.24 9.25
Tt 3IM NaCl0e 3M LiC10e
pk®* 1,14 1.18

2.3, METALES DE TRANSICION.

El término de metales de transicién se aplica actualmente a los
elementos de transicién d y f. S§in embargo, el término suele
referirse 3 los metales de transicién d, mientras que 1los de
transicién £ se denominan tierras raras, o también elementos de
transicidn interna. Rigurosamente para considerar a un elemento,
elemento de transicién d debe poseer un grupo de orbitales d
ocupados parcialmente (S6).
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2.3.1. ESTADDS DE OXIDACION.

Una de las caracteristicas de 108 setales de transicién es que
axhiban mis de un estado de oxidacién. Los el tos que pr tan
estado de oxidacién inferiores a su westado cosGn actdan como
reductores, mientras que los que tienen estados de oxidacién

superiores, actdan como oxidantes.

A pesar de 1a diferencia que existe en @l comportamiento de los
grupos A y B, los metales de transicién muestran algunas de las
tendencias generales de 1os elesentos representativos. El caracter
covalente de l1os compuestos coarrespondisntes de msetales de un
mismo grupo B disminuye, y @l iénico aumenta al descender dentro
del grupo. Esta tendencia se pone de aanifiesto por el aumento en
ta conductividad eléctrica de las disoluciones acuosas, y por el
de los puntos de fusidn y ebullicidn de los coapuestos de 1los
elementos mis pesados.

2.3.2. COORDINACION.

La mayoria de los metales de transicisn tienen arbitales d
vacios en donde pueden acomodar pares electranicosy por ello,
dichos compuestos tienden a comportarse coso aAcidos de Lewis al
formar enlaces covalentes coordinados en los iones cosplejos.

E!l enlace de los compleijos de los metales de transicién no se
comprendi® en su totalidad sino hasta las investigaciones de
Al fred Werner a finales del siglo pasado, quien logré dar 1la
interpretacidén al comportamiento de ciertos complejos coordinados
con pl'atino“ y definir una formulacién sobre las especies
formadas.

2.3.3. ENLACE DE LOS COMPUESTOS DE COORDINAC IGN
Las teori{ias sobre el enlace de 105 compuastos de coardinacisn
deben explicar sus sstructuras, colores y propliedades sagnéticas.

La primesra teoria fue la de enlace de valencia, Qque explica las
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propiedades estructurales y magnéticas . Por otra parte, a
principios de siglo se foramula la tearia de campo cristalino y se
aplica al estudio de los complejos de metales de transicion.
Diversas investigaciones se encuentran encaminadas hacia las
interacciones electrostiticas de los ligandos sobre los orbitales
d de un ion metilico central (56).

2.3.4. CONPORTAMIENTO DE LOS METALES DE TRANBICION EN SOLUCIONES
ACUOSAS.

2.3.4.1 PRIMER RENBLON

Todos los elementos de transicisn del primer renglén foranan
cationes M’+ en soluciones acunsas. Los priseros elementos de esta
serie son altamente reductores, lo que complica el estudio quimico
de sus sonluciones acuosas. En particular, Ti®* reduce el agua en
un corto tiempo. Bste y los cationes préximos V° y or® son

sensibles al aire.

Todos los elenentos a partir de escandio hacia cobalto, generan
cationes M"’ en soluciones acuosas, al menos en soluciones acidas.
Ti®*
concretamente Mn®* y Co”', este ¢ltimo existe en forma anidnica en
sedio acupso de forma momentianea en una solucién de  hidréxido de

y (T son reductores, aunque otros elementos oxidan el agua,

sodic (57). Cationes estables en la forma N*'se desconocen para
estas series de elementos, agn en soluciones Acidas fuertes.

2.3.4.2. BEGUNDD Y TERCER RENGLON.

Es reducido el ndmero de cationes caracterizados en solucionas
acuosas. Esto se debe a su baja estabilidad o al hecho de que
compuestos de estos cationes no existen en estados de aoxidacién +t
o +3, gue son los estados de oxidacién mis favorables para la

existencia de cationes M ™

en solucién acuosa. Estudios recientes
sobre el molibdeno (58) demuestran que existe la posibilidad de
considerar la existencia de nuevas especies que pueden ser a

través de dimeros o medi ante la formacién de especies poliméricas.
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2.4. MNMERO DE BOLVATACISN

Diversos métodas ayudan a determinar la prisera y seqgunda esfera
de coordinacidn cuando un disolvente interacciona con el catién. Al
moverse el catién en la solucidén acarrea consigo ambas esferas, Yy
las mediciones del movimiento de los iones indican un namero de
solvatacién muy grande comparandolo con el correspondiente a la
primera esfera ( Tabla 2.4 ).

TABLA 2.4

NUMERGQ DE HIDRATACIGN

R,.M.N, NUMEROS DE
ARKA DEL PICO TRANSFERENCIA

Na* & 7-13
2+
Mg & 12-14

2.4.1., NUMERD DE SOLVATACISN EN LOS METALES DE TRANBICION M**

Es razonable que estos cationes preéen(:en una esfera de
solvatacién tanto en soluciones acuosas como en solventes polares

2%, y Ni?*, auestran

no acuosos. E1 caso de los cationes Fe", Co
por medio de R.M.N, que el nameroc de coordinacién es de seis para
sistemas en donde se eaple4 como disolvente tanto agua, comD
acetonitrilo (59). Hexahidratacien se detects para Co®*, Ni?*, y
Mn?* y se ha demostréd a través del espectro visible-ultravioleta.
En la tabla 2.5 se encuentran tabulados ciertos numeros de

hidratacisén .para cationes 2+ de los metales de transicién.

2.4.2. NOUMERD DE BOLVATACION EN LOS METALES DE TRANSICION WM™

Los nagmeros de hidratacidn se encuentran enlistados en la tabla
2.6, incluye espectroscopia y otros métodos de comparacisn. E

namero de hidratacisn esperado es de 4.
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2.5. ACUD-LIGANDOS DE LOS COMPLEJDS DE LOS CATIONES M
DE LOS METALES DE TRANSICION.

Especies como mouz):' , monz)s(m.)”, mm’)(mm)". Y
M(OH_IC1*, dande el simbolo M corresponde a los iones wsetilicos
Ni?*

importancia. La velocidad de intercambio de agua que se encuentra

[ Coz‘, presentan un enlace ¢ entre el ligando y el cation de

coordinada por los ligandos en este grupo resulta ser
considerabl emente rapida.

€l intercambio de las wmoléculas se puede ver afectado si  se
emplean ligandos como fenantrolina. Esto se desbe & la forasacién de
un fuerte enlace n que se forma entre ei ligando y el catién; el
efecto que se observa de la donacidn o por parte del ligando hacia
el catison, se ve contrabalanceada por la donacién n del catién
hacia el ligando. En consecuencia, 1a carga efectiva scbhre el
Atoma metalico central no se altera en forma considerable por 1la
coordinacién de este tipo de ligandos. Los enlaces de las
mol éculas de agua con el catidén permanecen fuertes y la velocidad
de intercambio, por consiguiente, afectada.

TABLA 2.5

NUMERD DE MIDRATACISN PARA CATIONES W'

Fe Co Ni Cu Zn REFEN.

R. M. N. AREA DK
LOE PICOS. 6 6 o b
NUMKROE DK 10~12.5 - (a0>
TRANSFERENCIA B :

NUMEROS DE . :
TRANSFERENCIA S B a4 : to1)

b: se asume hidratacion cero para dationee 'or’gcr’\lcon granﬁo..
¢: ae asume hidralacion cirvo para cl’, .
REFER. = REFERENCIAS .« - :
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TABLA 2.6

NOUMERO DE HIDRATACIONDE LOS CATIONES M **

Sc Ti v Cr Fe Y Rh
R.M.N.
AREA DEL PICO 4 S (s2,09) &iom b6 (o7 2.5 o>
DILUCION
180TOPICA &com) bcony
VISIBLE-
ULTRAVIOLETA bcoe) biam b¢3p, 00> b¢s0,80)
DIFUSION 16.3¢20)> 10.%70)

2,6. TERMDAIMICA DE LOS IONES METALICOS.

2.6.3. ESTIMACISN PRACTICA DE LOS PARAMETROS DE BOLVATACION DEL
CATION.

La suma de las energias libres de Gibbs de solvatacién tanto
del catién como del anién ( §§ AG 10N soLvATADO ) se pusde obtener
directamente de las mediciones de la fuerza electomotriz. Los
valores para § AH 10N soLvaTtapo se obtiene de dos formas, ya que
depende de la solubilidad que presenta la sal en cuestion. Si la
sal es suficientemente soluble, entonces la wsedicién de los
canbios de entalpfa de solucién ( AHeol) puede determinarse
medi ante la técnica de calorimetria, un métado directo, exacto, vy
satisfactorio. Por otro lado, si la mal es no asuy solubl e, 1a
estimacisén en forma indirecta de los cambios de entalpia de 1la
solucidén se realizan via ecuacidn de Van’t Hoff que es una . forma
f4cil de evaluar tal parametro.

2.6.2. ENTALPIA DE HIDRATACION DEL CATION.
Halliwell y Nyhergq (¢ ?72) dividieron el cambio de entalpia
(AHaolvatacion) como una contribucidon individual por parte del

idn. La tabla 2.7 ( 73) presanta diversos valores de entalpia de
hidratacion para los iones individuales.
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TABLA 2.7

ENTALPLA DE HIDRATACION (Kcal mol ') PARA IONES METALICOS.

1i*- -123.0 Be® -S594.4 n®* -ae8.6 Aar*® -1113.7
Na® —95.90 Mg - -459.4 cd* -a31.6 Fe" 1046
K* -76.70 ca® -380.60 wn** -as1.0 cr*®  -1052
sn® -371.5 pb* -353.7
Fe™  -458.9 ™ -a42.1

La entalplé de hidratacién de todos los cationes es negativa. La
dependencia de estos valores con respecto a la carga del catién se
muestra en la grafica 2 del apéndice 1.

2.46.3. CATIONES DE LOS METALES DE TRANSICION.

l.a qrafica 2 del apéndice 2 muestra como la entalpia de
hidrstacidn para los cationes dipositivos de los metales de la
primer serie de transicién dependen del namero atédmico (74)
( Tabla 2.8 ).

: TABLA 2.8

ENTALPIAB DE HIDRATACION RESBPECTD AL NUMERO ATOMICO

NGMERD ATGMICO CATION  4H/Kcal mol
24 cr*® ~442.1
25 Mn** ~441.0
26’ Fe*® ~-4%8.9
27 co*? ~491.0
28 S Ngtd -503.3
29 conrn e out® -502.0
o0 SR aNt® -a8s.6
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2:.6.4. ENERBIA LIBRE DE HIDRATACION DEL CATION.

Algunos valores de la energia libre de 8ibbs se sncumntran
enlistados en la tabla 2.9 (75,76).

TABRLA 2.9

ENERGIAS LIBRES DE BIBBB DE HIDRATACION PARA IONEB METALICOS, 2%°C.

Li* -122.1 ng®* -435.5 zn®* -e84.6 A1 -1103.3

K -g0.6 ca?' -380.8 Cd** -430.5 Fe'' -1035.5
Na'® -98.2 Ba'* -315.1 Ho?* -438.3 ©r®" -1039.5
or®* -a46.1 Fe*’ -4%&.6
sn** -372.7 Pb** -357.8

UNIDADES : KCAL-/MOL

2.6.35. ENTROPLIA DE HIDRATACICN DEL CATICN.
Se pueden reportar astos valores de la siguients aanera?
1, M "*tg) + disolvente ———3 M "* (snlvatada), AS°(wolv).

2. un ion se transfiere en su forss de reticulo
cristalino a solucién.
n+’

M "™ + disolvente ——— 4 N (sal vatado) en la solucién, ASg

Los valores de entropia de hidratacién del catién se encusntran
enlistados en la tabla 2.10 (77).
TABLA 2.10

ENTROPIAS DE HIDRATACIGN (cal deg * mol ') a 23°C

W -26 't -ss n** -4 a* 111
L1*  -zo.4 ca® -s0 ca** ~-s3 Fe®* -110
Na* -20.9 m? -s8 Hg't -a3
k' -12.4 Fa'' -3




2.7. SOLUCIONES DILUIDAS.

Las interacciones de los iones en soluciones diluidas son de
di ferentes tipos, dentro de las cuales wse pueden weencionar las
fuerzas de dispersién o de London, Ffuerzas Coulosbianas y las
fuerzas mecanico cusnticas involucradas en la quimica del enlace.
NDebido a esto, 105 iones en soluciones a concentraciones saywes
no se encuentran completamente independientes.

£l tratamiento termodinémico usual es el definir un estado de
referencia en donde los iones se coaporten comn especies
independientes. Fl concepto de solucién a dilucién inifnita se
introduce como referencia para el comportasiento independiente,
tomando en cuenta que las fuerzas involucradas tenderian a cero a
una separacién infinita.

Los estudios termaodindmicos, consideran a las desviaciones de los
gsistemas del compartamiento ideal, como una evidencia de las
interacciones de las especies en solucién. Coma se ha planteado
anteriormente (a concentraciones finitas), las axpresiones que
determinan los valores de las constantes de equilibrio involucran
a su ver los coeficientes de actividad. La gran contribucién de
Debye Hiickel fue el estableci siento de la base tedSrica para los
coeficientes de actividad en soluciones diluidas. Esta teorias
suministra una manera de obtener los valores de 1los coeficientes
al evaluar las especies y reafirmar la consistencia de los valores
obtenidos experisentalmente con una formulacién particul ar
propuesta.

Fsta teoria asuse que en una solucidn diluida, cada ién separado
s encuentra rodeado por una rapida. y fluctuante nube de ianes,
con una ligara prioridad por aguellos iones de carga opuesta.



2.8, SOLUCIONES CONCENTRADAS.

La mayorfa de los sistemas de interés para los quimicos involucran
sistemas concentrados. Esencialmente en sistemas concentrados, la
distancia promedio entre los iones decrece y una menor cantidad de
moléculas separan las cargas contrarias.

£Fn este caso el i&n negativo se encuentra inmediatamente adyacente
al catisén. Fl segundo tipo envuelve la separacién del anién y
catién por uno 6 al menos dos moléculas de agua (complejo esférico
externo ). Mis alla del intervalo de 11la esfera externa, las
interacciones no se consideran para generar una especie quimica y
deben tratarse por las teorfas del coeficiente de actividad que
envuelven interacciones no especificas (78 ).

2.9. INTERACCION CON ANIONES.

tina pregunta’yimportante surge cuarndo se involucran los vaniones Yy
cémo se cdmpnftan; si bien no se encuentran asocciados con los
cationes en su totalidad, tampoco forman firmes enlaces en las
esferas de coordinacién de los complejos. Se sugiere el empleo de
tos métodns de espectros para determinar de que forma afectan y si
éstas pueden ser detectadas. Por otro lado, estudios con el método
Raman (7Ra) indica la existencia de soluciones base, ejemplo de
esto son las especies ZIn(OH) %y a1l (DH):. El conocimiento acerca de
la solubilidad de muchos hidréxidos en exceso (OH ), generalmente
se interpreta en términos de especies anidnicas. La naturaleza de
estos aniones varfan de acuerdo a la variacién de iones OH.
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CAPITILO I11
3.0. FORMACION DE COMPLEJOS.

En general, 1los sistemas i4n msetalico—- ligando pusden sar
descritos por la forsmacién de complejos ML, M2 M, ...Mxn, donde
M denota los iones metilicos, L. el ligando, v N ®] ndasro mixieo
de enlaces de ligandos para el ién setslico. La concentracion de
cada complejo en el equilibrio ests relacionado con una serie dcl
expresiones, en donde las constantes de asociacién sucesivas son
valores que involucran varios aspectos isportantes para tosarse en
cuenta y que puaden ser determinadas msediante diveraos sétodos
<« 79, B0), como se ver&n posteriorsente an este trabajo.

3.1. ABPECTOS EXPERIMENTALES.

La rilayor.(a de las mediciones se encuentran dirigidas con un punto
de vista para obtener las caonstantes de equilibrio de foraacidén o
de disociacidn para las especies presentes en solucién - como se
ha venido mencionando- y puede representarse @

»
N'Z + nL z’ mntt na?® .[_N LN ]

COETT

En donde N'Z @s un ion metalico con carga +Z, n e% el naasaro de
»
asociacisn de la especie L que es un ligando de carga z°, m*"°*""

es el complejo formado, y K la constante de equilibrio.

Los métodons de estudio se pueden clasificar como aquellos en donde
s® ven envueltos la determinacién de los coeficientes de actividad
y aguellos sn donde se determina la concantracién de las especies.
Algunos de los métodos que se esaplean para deterainar las
concentraciones son Espectrofotosetria , Resonancia Electrédnica
del Spin (ESR), y Resonancia Magnética Nuclear (RMN) (81 a B84&).La
intensidad de absorcién de la energia es proporcional a la
concentracién de las wspecies @ independiente del eedio aabiente
de reacciosn.
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3.2 INTERACCIONES DE LOS IONES METALICOS Y LOS AMINOACIDOS.

Cada aminoicido natural es capaz de formar un coniunto de quelatos
con un &tomo metslico. En la estructura comGn NHa-CHR-COD,
existen dos Atomos donadores efectivos separados por dos enlaces.
Algunas aminodcidos presentan por el lado de la cadena lateral (R)
donadores efectivos, los cuales pusden verse involucrados en 1la
faormacion del complejo y competir contra 1los Aatomos amino y
carboxila. Thnando an cumnta el glicinato como un ejemplo, los
valores de logks, logka, y, logks para un grupo de iones weetAlicos
se observan en la tabla 3.1. La mayoria de estos valores se
abtuvieron de sediciones de valores de pH de mezclas conocidas de
Qlicina, hidréxido de sodio, y la sal seti&lica en estudio, trabajo
realizado por Flood y Lorks (87).

TABLA 3.1

CONSTANTES DE ASOCIACICN PARA LA COMBINACION DE VARIOS IONES
METALICOS CON EL GLICINATO.

ION METALICO Llogks logkx logkSs FUETAZA IONICA reur¢®ar  mEr.

ba o Coe 0.7? c.0 '+ . as [T}
ga 1. 68 .0 s o
My o 8. 66 .0 as [
un 8. ¢ c.0 as a8, p0
g 5. 28 6.08 2.80 o.8 20 87,01
NL_o a.18 8.7? 8.01 o.8 20 .7
0 ) 8. 82 ¢.00 2.5e o.8 20 .?
cu ». 02 .. 22 o.8 20 e?,03

Monk t RAB), reporta a su vezr los valores de logks para los iones
cos* N3 2nit vy, oot
¢ Tabls X.2 ).

para oxalato, glicinato y etileniamina
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TABLA 3.2

VALORES DE logkl PARA LA COMBINACIGH DE VARIOS IONES METALICOS CON
OXALATO, GLICINATO Y ETILENDIAMINA.

ION METALICO OXALATO GLICINATO ETILENDIAMINA
Io'z 2.88 0.77

a v2 a2.00 1.48

lg:: B.48 8.6

Mn o 2. 80 B.4e 2.7

Qo 4. 2720 ] 6.04,5.29 s.00
N‘¢a 3. 80 8.77.,6.18 ?.82

Zn_ o 4. B0 4.00,5.52 s.?1

cu S. 4 S 8.22, 8. G2 - 410,53

La estabilidad de los complejos de glicinato se pueden comparar
tanto con 1os complejos formados pdr- el oxalato como con la
etilendiamina. Cada complejo es un anillo quelato de cinco
miembros. La comparacidn se observa en la tabla 3.2. La disparidad
en las condiciones para la determinacién de logks para el oxalato
y para la etilendiamina ha generado la necesidad de reportar las
dos constantes que aparecen para el glicinato. Los valores de 1la
izquierda son mas apropiados para comespararse con los valores
reportados para el oxalato. A su vez, los de la derecha 10 son
para compararse can las constantes de etilendiamina. La afinidad
de los iones metilicos es mayor con la etilendiamina y weenos con
el oxalato, mostrando mayor preferencia por enlazarse con 1los
Atomos de ni trégeno respecto a los de oxfgeno.

La absorcidn en el espectro de infrarrojo ha wmostrado que los
enlaces N-metal en las formas cristalinas de glicinatos de Cu®® y
Ni*? son covalentes, mientras que 1los enlaces O-setal son
idnicos ¢ 93, 94 .



Bajo ciertas condiciones los ligandos de cierfos aminoicidos
pueden combinarse con iones metalicos en mis de una forma con el
mismo complejo. Green y Ang ( 95) dan evidencia de que iones como
compl e jos de cr*? con alanina pueden contener parcialmente
combinacién de quelatos de alanina vy parcialmente tamhién
coordinacién a través de grupos carboxilatos solos ( Figura 3.1 ).

2+

R
/é—o\\g _ OCOCH(CH®INHA
r
Ny 2 E N

N OCOCH(ICHRNHA
K, 4k

Figura 3.1
3.2.1,. AMINQACIDOS CON UN TERCER GRUPO REACTIVO.

El efecto mas simple de un tercer grupo reactivo (R) en un
a-aminoicido se debe a la carga gque presenta tal grupo ( ejeaplo
el grupo guanidinao de la arginina ). Tanford y Shore (¢ 1) han
demastrado que el £o'* se combina con 1la arginina a 25°C y fuerza
idnica de 0.15 con valores en logki, logkz2, Yy, logks de 3.87,
3.20, y 2.08 respectivamente. Se demostrd que la diferencia entre
este valor de logks con el de 1a alanina de 4.27, puede ser
atribuido a1l efecto repulsivo de cargas drnl grupo R.

Dos diferentes, pero bien definidos complejos de cu*? con
glutamato muestran tener relaciones estequiométricas de 1312 y 2:2.
Como ejemplo del primer caso, se encuentra el setal quelatado a
través de un a—-aminoadcido y grupos carhoxilos como en el caonmplejo
de glicina. En el Gltimo tipo de complejo, el cual &s ligeramente
soluble, presenta una molécula de agua en su estructura enlazada

fuertemente ( Figura 3.2 ).
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CR~-CN2-CN3-CO
co NNz n l
0-Cu-——0——Cuy—0
[ L) NN32 co
clo-cnz -CH2 -cu

Figura 3.2
Los dos aminocacidos que se combinan mis fuertemente con los iones
metilicos son la histidina y la cisteina. La histidina puede

combinarse a través de ( figura 3.2h ) @

A) Un anillo de cinco miembros, abarcando los grupos
a-aminodcidos y carboxilatos.

B) Anillo de seis miembros con grupos a—-aminoicidos & imidazol.

-

€) Anilla de siete miembros presentando grupos carboxilatos e
imidazol.

D) Una estructura en la cual todos los grupos donadores de la
histidina se combinan con el i4n aetalico.

r co q + [ +
cna-ci b coo
/ N —te ~ CH2-CH
Ho = Cn nz !
' >n -Ic = c-\N N Nu2
O _'m —cu 1l = | an —cn” t
[ wmaz 1% [ +
cnz
/cu-cn/\ ulc — \cu\
ao nmi o
-l"’ =g - nc —nNf “u” /
© L.'"-J ! 4 ot °
Figura 3.2b
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La estructura b) se puede favorecer por aquellos iones setalicos
que muestran preferencia por s&tonos de nitrégenn; evidencia de
esto se presenta en el trabajo de Edsall (956), quien ha r.p:rtldﬁ
prushas de que en el complejo dihistidinato de Cu*, el i6n
cgprico se enlaza a dos grupos de imidazol y a dos grupos de a-
ami nocscidos.

Algunos de 10% trabajos que aparecen comso priseros intentos de
definir la interaccion entre el ién metalico-aminoacido pertenecen
a 8tricks y Kolthoff ( 97).

La cistefina se combina con una gran variedad de iones metilicos
fuertemente mis que cualquier otro aminoicido. La combinacién con
plata es tan fuerte, que ha sido eapleada coso base de los
procedimientos analiticos cuantitativos ¢ 98), y aparece en
trabajos posteriores donde se describe 1a cuantificacién cuidadosa
de diferentes iones ¢ 97 a 102 ).

La oxidacién de la cisteina a cistina, generalaente complica
los estudios de l1os complejos metalicos. Por ejemplo, la cisteina
sp oxida con el cobre en solucién amoniacal t 99, pewo si se
utiliza un exceso del aminoicido, éste reaccionars con el ién Cu
para forsar un complejo estable para 1 cual el valor de lugks se
ha encontrado como 19.19 a 25°C, y fuerza idnica de 1.0 (100). Con
el Fe'* y, re'™se combina la cisteina para formar coeplejos
solubles, particularsente en soluciones alcalinas. Tanaka,
Kolthoff, y Stricks (103) han presentado evidencia para la
existencia de complejos a pH de 10-11 ( Figuras X.3 )

(‘T‘Hxs — Fe—SCH2
|

CHNH 4 ﬁmu CHe
oo™ . doo™ oo™

Figuras 3.3
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La resccion de la cisteina con Co'? presenta un complejo 3if, el
cual se puede oxidar para dar un complejo café con co® .
Michaelis describe sste proceso (104). Tanto los complejos de
€0*2(105)  como de Fe'*(106) con cistefna, son sujetos a oxidacién
en soluciones alcalinas por la cistina en ausencia de oxf{geno para
producir complejos de cisteina con los iones setilicos trivalentes.

Albert (107) encontré valores para logks y logkz para e] sistema
l:o"—cilt-lnl. 8.8 y 7.4 respactivanente, a baja fuerza 1i6nica vy
temperatura de 20°C. Se encontrs gque los grupos sulfhidrilo vy
amino de l1a cisteina presentaban enlace con el ién Co*2. Siailares
resul tados se ocbtuviaron en trabajos realizados por Li, Gawon, vy
Bascuas (108) concerniente al sistema Zn"—glutntiona, as{ como la
combinacién de amhos iones metdlicos con glutationa y cisteinag
sistema estudiado por Li y Manning (109).

Valores de pkKs, pKa Ys PKa a una tesperatura de 25°C,
de tioglicolato, cisteina y glutationa se auestran en la tabla 3.3
(102). Por la aparente similitud de los valores de pKs, pKz , y
pKs para cada cospuesto, ®]1 grupo Hg-S presenta una fuerza de
enlace poco sensible a la influencia de la presencia o ausencia de
cargas positivas en los grupos amino.

TABLA 3.3

CONBTANTEE DE DISOCIACISN APARENTE ¢ pK ) PARA  ALBUNOS
MERCAPTANDS mnxmazs"c.

ACIDO TIOOLICOLICO  CISTEINA GLUTATIONA
pK1 44.31 20.25 40.%96
pK2 44.33 . 43.40 41.92
PK3 43.82 43.37 . 41.958
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3.2.2. COMPLEJOS GUELATOS.

En los complejos quelatos ( Figura 3.3b ) dos o mis 4tomos
donadores en una molécula ligando se unan al missmo 16n metdlico.
l.as caracteristicas de esta unidén recae n el hecho de que el
enlace generalmente es miés enérgico que un enlace simple
metal-ligando. Por ejemplo, cada Atomo de ni tréogeno on
etilendiamina forma un enlace con el ién Ni" con ‘un valor de
logks de 7.66 (23), comparada con el logks del complejo
Ni”-ulauacu de 2.80 ¢ Tabla 3.3b ). Si se compara a1l priassr
complejo N1 -mtilendi amina con el cospl @ jO formado con
Nl”(hﬂs)z, an donde dos Atomos de nitrégeno estan del miseso aodo
combinados con un Atomo de Niﬂl se observa que la suma del 1ogks
y de logkz da una valor de 5.04 contra 7.46 del prisero (23,81).
Esta comparacién indica una tendencia general de 1los coaplejos
quelatos de mostrar una alta estabilidad ¢ 80, 82). La tendencia
de algunos iones metilicos para formar gquelatos, se suestra en la
serie en orden decreciente de izquierda a derecha s Hg'..' mf’ Nlt'

cof? zn?? ca®® Fa?? m?? wm*? (B0 a Bo.
o—-
CH,— €00~
CHza-——CH2 N
\ CHa—COO0~
Figura 3.3b



TABLA 3.3b
ALGUNAB CONSTANTEB DE ABOCIACICN EN SISTEMAB METAL-AMINA

SISTEMA [z ] coNria. Loaxi LOOK2 LOOKS LOGKé LOOGKS LOOGKG
2

ug + eNm_ 2 LINKAR s.80 s. 70 1.00 o.78

agr. az,
.2 .

cu + SNH_ PLANAR 4. 18 8. 80 2.090 2.4 -0.8

REF. 18,28, FUKRZA IONICA 2, 80°c.

+2
ni + lel. o ﬁ;‘ico 2.80 2.24 ) .79 1.49 0.7?5 0,08

‘REF., 28, FUKRZA IONICA 2, looﬂ.

zn" + ‘NH. 4 ;E;‘?a‘ 2.87 2. 46 2. 80 2.8

REF. 23, FUERZA IONICA 2, m80°Q,

3.3. INTERACCION DE LOS IONES METALICOS Y PEPTIDOS SINPLES.

Los péptidos, ( como glicil-glicina ), se comsbinan con esenor
fusrza con los ionas metilicos, a diferencia de como reaccionan
los amino &cidos (110, 88). Por ejemplo, Monk ( 68) lista el
valor de 1ogks para la combinacién del 16n tu'?con
glicil-glicinato de &.04, comparado contra sl qué s® ocbtuvo con el
glicinato de 8.62. Algunas de las diferancias existentes entre las
constantes de asociacidn del glicil-glicinato y glicinato, ge
deben a la di ferencia de basicidad de laos grupos amino (111).

Poca isportancia se ha dado al hecho de que a valores altos de pH
( por ejemplo, en el intervalo en donde ®l i&n metilico presenta
hidrélisis ), ®1 complejo pusde asi mismo experimsntar ionizacién.
Tal posibilidad ha sido mencionada por Grasanwald (112). Dabbie vy
Kergaack (113) al trabajar scbre una solucién preparada de CuClz, y
qlicil-glicina en una proporcién 1t2. Consideraron la hipétesis de
que la asociacién se efectud antre el i46n y los Atomns de
nitrégeno,resul tado de la ionizacién de dos protones (Figura 3.4).

S1



—Cog” Fliz
0‘:/N\r:u/ N\C"h

i !
Hu:\"/ \N/cu

Ha CHaz ~CO0™

Figura 3.4

Se tiene asignada la forma trans, desde el punto de la estructura
simdtrica del conpl e jo Cu'z-qlicina y de la repulsidén
electrostatica de los grupos carboxilatos. Resultados siailares
s@ obtuvieron de la interaccién de Cu'z—diqlicil—gli:ina (114) .
Manyak, Murphy y Martell ( 79) indican estudios sisilares al
anterior con iones metilicos como Co*? Ni'2.
La interaccién de jiones metilicos alcalings térreos con péptidos,
presentan una situacidén diferente debido a que la asociaciédn del
grupo carboxilato se favorece sobre -el grupo amina. Para valares
" logks del complejo Ca**-glicil-glicina, Monk ¢ 88) reporta un
valor de 1.24, comparado contra el valor de la constante para el
complejo de glicina 1.43. Ambas valores se encuentran
relativamente cercanos al valor de logks= 1; valor reportado para
el .sistema Ca*?’-acetato (115,88), esto muestra que el principal
enlace del ién metidlico, vya sea con el péptido o con el amino
dcido libre, es a trawes de la interaccién electraogstiatica con 1la
carga del grupo carboxilato.

3.3.1. INTERACCIGON DE CALCIO CON DIPEPTIDOS.

€1 emplear ca*?

cono ejemplo de idn metalico con estos peéptidos
surge por ciertas razones. Sus formas principal aente son complejos
con peptidos 131 (114), siendo é¢stas las sustancias mis simsples
conteniendo un enlace pept{dico en su estructura. .Lus estudios de
este sistema son muchos, en la actualidad algunas publicaciones
(117 a 120) se enfocan a las caracter{sticas del enlace peptidico

0 en las confarmnaciones con glicil-glicina.
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3.3.1.1. GEMETRIA DE LO8 PEPTIDOS Y DE LO8 COMPLEJOS.

La geometria se toma de trabajos reportados en esta linea de
investigacidn (121,122,123). Se asume que las posibilidades de
coardinacién del i6n metilico con el péptido pueden ser 2

1) Coardinacisn de ashos itomos de oxi{geno del grupo —C0z .

La distancia del isn metilico de los Atomos de oxfgeno se optimiza
al desplazar al Ca” a 1o largo de una linea definida por la
condicién de que siempre tiene la misma distancia entre aabos

oxigenos ¢ Figura 3.5 ).

2) Coordinacicn Gnicamante con uno de los itomos de oxigeno
del grupo ~fOz ( Figura 3.6 ).

3) Coordinacién con @l oxigeno del grupa peptidico ( Figura 3.7 ).
En este y en el caso de que se forsae el enlace Ca-—-~-~0- -C, ue
supone lineal.

Figura 3.5
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Figura 3.6

Figura 3.7

4) Coordinacién en el oxigenc del péptido y en el grupo aaino ¢
Figura 3.8 ). Para este propésito los péptidos se suponen que se
encuentran en una posicién en donde los dtomos N—C —~C -0 estan en
configuracién cis y en un misao plano respecto al calcio. Este
tiene la misma distancia de Ny de 0 ( asf como de los das
hidrégenaos en el grupo NHe ). Esta configuracién es solamante
posible si el péptido se encuentra en la forma anidénica.
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Figura 3.8

3) Una conformacidn en donde @l calcio puede interactuar con 1los
tres itomos de oxigenc del péptido. Se eligis una posicisn
en donde los dos oxigenos del grupo -CO2 tienen las amismas
distancias del carbanilo 0. El ién se encuentra por encima del
centro del trisngulo formado. ( Figura 3.9 ).

Figura 3.9
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3.3.1.2, ANALISIS DE LA ESTABILIDAD DE COORDINACISN,

Las energias de coordinacién en los diferentes sitios difieren
considerablemente ( Tabla 3.4 ).
TABLA 3.4
ENERBGIAS DE ENLACE DE COMPLEJOS
oLY-oLY GLY-ALA  ALA-ALA oLY-aLY OoLY-ALA ALA-ALA

FORMA -- NH8 -~ NM3 -- NN® -- Nu2 -- NM2Z .- NmMa2

COMPLEJO A ~164.6 -158.2 -163.1 -238.9 -266.0 —-260.8

DISTANCIA 1 2.86 2.90 2.8 2. 80 2.80 2. so0

COMPLEJO B -144.4 -138.9  -135.1 -232.8 -241.2 -234.3

DISTANCIA 2 2. 114 z. 10 2,118 2.08 2.07? 2.00

COMPLEJO C -41.2 -54.2: -196.4 ~-199.9 -195.6

DISTANCIA 2 2.20 2. 20 2,214 2.18 2,12 2.6

COMPLEJD D — — — ~-218.% -218.4 ~-211.4
. DISTANGIA 3 —_ —_— -— a.n» 2. 83 2.9

COMPLEJO E -160.46 —154.3 -152.9 = -302.7 -286.6 ~291.6

DISTANCIA ¢ 2. 49~/ 2.8/ 2. 48/ 2. 60/ 2,49/ 2. 68

2.8 2.90 2.92 2.8 2.80 2.2

YODAS LAS DISTANCIAS SE ENCUENTRAN EN A°
ENCUKNTRAN DEFINIDAS EN Kcal/mol .

Y LAS ENERGIA sK

La definicién de la tabla 3.4 se describe a continuacién @

DISTANCIA DESCRIPCION

1 entre Ca y cada uno de los dos Atomos de COz.

2 entre Ca y el ox{gsno coordinado.

3 entre Ca y el axigeno del péptido y ®1 N del
grupo NHa.

4 (primser namero/sequndo namsero)

primer namerot Ca-oxigeno del péptido .
seqgundo nGmerot! Ca-y los dos oxigenos del

@rupo COa.



COMPLEJOS DEBCRIPCION
] coordinacién entre amhos oxigencs de COa-

B coordinacién con un 0 de Ca.

c coordinacién con el 0 del grupo peptidico.

D coordinacién con el nitrégeno del grupo amino y el
oxi{igeno del péptido.

E interaccién del calcio con los tres &stomos de O.

A) Los complejos con la forma NH3 del péptida.

La geometria mis estable es donde el calcio se encuentra
coordinado con los tres 4&tomos de oxigeno. Aproxisadamente se
obtiene la wmisma energfa cuando el calcio se coordina con
s0l amente dos ox{genos del grupo €Oz (presentan ambas geonetrias
un valor aproximsado de 160 Kcal /mol )e Los cambios
conformacionales dentro del peptido genera una pequelia diferancia
energética.

El enlace es débil cuando se trata de una complejacién con el
grupo CO2. La menor energia reportada se obtiene del enlace del
i4n con el oxigeno del carbanilo.

®) Complejos con las fornas anidnicas de los péptidos.

En general persiste el mismo orden como el anterior, pero la
complejacién con los +tres oxigenos es ahora mas estable. La
geometria 4 la cual es solamente posible en péptidos con grupos
amino (NHz2), son mis estables que aquellos con coordinacién al
4Atomo de O del carbonilo y menps estahles que los que presentan
coordinacisn monodentada con el grupao COz2.

Con respecto a las energfas de' protonacién de los péptidos y sus
complejos en las geometrias propuestas ( Tabla 3.5 ), puede
ohservase que los valores de la energia de estabilizacidn difieren
fuertemente, alanilalanina tiene el menor valor.’
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TABLA 3.5

ENERGIAB DE PROTONACISN DEL PEPTIDO Y LOS COMPLEJOS.

OEOMETRIA OLICIL-OLICINA GLJICIL~ ALANINA ALANIL-ALANINA
DEL PEPTIDO

A,B,C. -258.3 -286.8 ~167.7
D -271.1 -148.7 ~42.9

E . -210.3 -269.4 . -170.5 .
a ~158.3 -143.5 -64.9

B -166.9 -139.7 —86.8

c - 99.6 ~130.% -73.4

£ -115. 1 -132.0 ~27.6

3.3.1.3. PRECISION DE LO8 REBULTADDS EXPERIMENTALES.

Aunque se conoce que el empleo de una estructura _como base, no
puede 1levar al valor exacto de las energ! as, especialimte en =l
caso de formacisn de complejos, es una forma por lo menos que se
emplea en la determinacisn de geometrias aceptables.

Las energlas de estabilizacién calculadas son aproxisadamente la
mitad de las energl as de hidratacisn del calcio (124) en el caso
de las formas de complejos con NH3 (A, B, y E)§ apraxisadanente
el 50 porciento de las energfas son mayores si se consideran las
formas de los complejos con NH2 ( Tabla 3.4 ). Por 1lo tanto los
complejos débiles existen solo en soluciones acuosas y
principalmente en soluciones basicas. Esto corresponde
adecuadamente con los valores reportados experisentalaente (116)
de 1as constantes pequefias de formacién de complejos, (BliGlis
Pk=~2.043 GliAla: pKk= -2,02; AlaAla: pK=—2.15 ) los cuales son
valores muy similares.

Da todo esto se deduce que la probabilidad de coordinacidn del ién

metalico con solamente Atomos de oxigeno es muy grande, de acusrdo
a trabajos experisentales reportados (116,125,126).



3.3.2. INTERACCION DE CADMIO Y MERCURIO CON DIPEPTIDOS.

Las formas complejas correspondientes al ién de cadmio'? son 111
del tipo LMz y 122 del tipo LaHe. E] Mercurio®® nuestra una mayor
tendencia a formar complejos del tipo 1:1. La especie LHz se
encuentra definida por la especie:® H:N'-CFR—CO-M-O-CPR’-CDD—. si
esta especie denota la forna zwiterisnica del dipéptido, las
siguientes reacci ones se puede escribir

Kiz LHz + H* ——— 4 LH}

K25 LHa —_—— LtH o+ H
K3: MLH' —_——— M W
K4sMLzHa ———— MH" 4 LH

Las constantes para la:- protslisis de dipéptidos puros se
encuentran enlistados en la tabla 3.6. La tabla 3.7 y 3.8
presentan los valores de estabilidad para los camplejos de Cd"y
Hg.02

3.3.2.1 INFLUENCIA DE LAS CADENAB SOBRE LA ESTABILIDAD DE LOS
COMPLEJOS8 DEL. BISTEMA CADMIO (II) - DIPEPTIDOS.

El Cadmio tiene una tendencia mayor para formar complejos 1ti
respecto a 1os complejos 1:2. Esto sugiere siasilitud entre las
estructuras de ambos compl ejos. E1 C- terminal del aminoicido no
tienen influencia estérica pero tiene un efecto sobre la
estabilidad de los complejos debido a su influencia sobre pka. La
grafica 1 del apéndice 2 muestra la interrelacién linear entre pks
y pk2. Otros sistemas muestran también este comportamsiento, el
cual se debe generalsemnte a la cbmplejncién del grupo amino
(135,134). Datta et al. (135) sugiere la formacisén de un complejo
via grupo amino y el oxigeno del péptido (Figuras 3.10,3.11). Por
un lado, el N-terminal del amino 4cido presenta influencia sobre
la basicidad y por lo tanto sobre la estabilidad del complejo.
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TABLA 3.6

CONBTANTES DE DIBOCIACISN PARA LA PROTSLISIS DE DIPEPTIDOR.

DIPEPTIDO pklbl, DKL"I

oly-gly -3.174%7 8.13'%
: -3, 23'** 8. 19"
~3.19'*° 8. 13'%

oty-d,l-ata  -3.17'%? 8.20'*?
gly-d,l-leu  -3.28'%" 8.23'**
gly-l-pro —'4.’.'?7‘:p a. 45‘”
d,l-leu-gly -3.28%'%" B.07*™®

mef. «2» 0.2 M Kcl, :g°¢:
(12190.1 M KCl,28 C °
U2 0.46 M KNO3, 28°c

EXP

CONSTANTE DE DIBOCIACION
Y CADMIO (II).

TAL ONDE A LA REF

TABLA 3.7

PARA COMPLEJOS8 FORMADOB ENTRE DIPEPTIDOS

DIPEPTIDO PKS pKe
4190
g 188 2'45113
2.76 .
t 1}
gly-d,t-ala 2.87* 2.
gly-d,1-leu 2.95‘: 2.21‘;
gly-l-pro 3. ZS'B 2-47.-
d.l-leu-gly 2.49* 2.35

-]
Ref. (30) I= ©.143 y 23°c usy 23°C
usm 1= o , 1°c

s 0.1 M xNos, ¥°C
us 1=0, 28°c

Al

A LA REF



TABLA 3.8

CONSTANTE DE DISOCIACISN PARA COMPLEJOS FORMADDS ENTRE DIPEPTIDOS
Y MERCURIO <¢ID).

DIPEPTIDO pKS pKé
gly-gty 2,56
gly-d,t-ala 2.80 2.20
gly-d,l-leu ) ! 2.77 1.84
gty-l-pro 3.13 2.13
d,L-teu-g\y 2,31 —_—

/mn\ /NH-—- CHR’— COO0™
. HaN 'ﬁ'

~ _~ o

ca?*——

Figura 3.10 Estructura para #l complejo CdLH®

- : N
00C— R’HC— HN RHC

Figura 3.11 Estructura para sl complejo CdlaH2
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3.3.2.2. BISTEMA MERCURID (II) - DIPEPTIDOS.

Aunque el Hg" muestra una fuerte tendencia de formar complejos
respecto al Cd”, especialmente en el caso de cosplejos 182,
Existe otra diferencia en el comportamiento de los metales,
referente al compartamiento en soluciones que contiensn cloruros.
Mientras el CdCla se disocia en gran medida, el HgClz forma
compl ejos—cloruros estables (137), como se muestra en la grafica 2
del apéndice 2.

El grafico ayuda a explicar la relativa poca tendencia de l—ﬁ' para
formar complejos 1:2 con dipéptidos} la complejacién de dipéptidos
e@s posible si el cloruro es desplazado por el dipéptido. Las
grificas 3 a 6 del apéndice 2, muestran la distribucién de las
especies en funcién del pH.

3.4 INTERACCION ENTRE L.OS IONES METALICOS Y LAS PROTEINAS.

A través de los sistemas bioldégicos, las protefinas se encusntran
{fntimamente relacionadas con cationes metialicos. Los complejos
metal -protefna han surgido como un problema central en bioquimicas
surgen varias preguntas al respecto de cémo debm aer
caracterizados, cuil es su estabilidad, y cémo funcionan en los
sistemas biolsgicos. La quimica de 1a formacién de complejos
indica que la naturaleza de la relacién metal-proteina varia
amplianente en relacién a la naturaleza del metal, y que las
protefnas, con su gran numero de centros reactivos en las cadenas
polipeptidicas que la conforman, tiene un gran potencial en su
capacidad para enlazarse fuertesente con una variedad de metales.

El trabajo por Er-eenber_g (138) se basé en la investigacion con
metales alcalinos-térreos. Klotz ha contribuido con varios
trabajos (139-141), en los que se encuentran tratados en detalle
la teoria del enlace de iones pequeffios y moléculas por protefinas,
as{ como la descripcién de sus métodos para el estudio propio de
los enlaces. Otros autores se wncuentran rel acionados [
particular con complejos metal-proteina espec{ ficamente ( 142 a
149 )
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3.4.1. EFECTO DE LOS IONES METALICOS 8O0BRE LA ESTABILIDAD DE LAS
PROTEINAS ¥ 6US INTERACCIONES CON OTRAS MOLECULAS.

Es importante resaltar que la configuracidn de la proteina puede
tener influencia considerable sobre el enlace de iones wmetdlicos
con las protefnas. Conalbamina representa un ejemplo en donde 1la
desnaturalizacidn por calor, alkali, dodecil sulfato, 0o urea
resulta por la pérdida de 1a alta afinidad de l1a protefna por el
Fe'? (148 . 'Para otras proteinas, los cambios en la configuracion
pueden crear nuevos sitios, como en el caso del suero de albgmina,
el cual muestra un fuerte enlace de 2n*? en un intervalo de
temperatura de 25 a 37°C.

La relacién -en algunos casos, de los coaplejos con los iones
metalicos- ayuda a estabilizar configuraciones especi ficas de la
proteina. Por ejemplo, Warner y Weber (150) reportan que el
sistema Fe'™) —-conalbdmina es nas resistente " a la
desnaturalizacién aun pHde 12y a 25 °C, respecto a su forma
proteinica libre de metal. Un cambio en la estructura es también
indicado por el hecho de que (Fe*”) -conalbamina es mas soluble en
agua que el sistema protefnico 1libre de metal (150). La
polimerizacién de 1las subunidades de insulina es fuertemente
influenciada por los ianes Zn'zy co’?(151).

3.4.1.1. ESBTABILIZACION DE SUERO DE ALBUMINA POR CALCIO Y
MABNEBIO.

Borini y Audrain (152,153) han estudiado el efecto de los iones
divalentes metalicos sobre 'la estabilidad del suero bovino de
albdgmina por el a#todo de medicién de susceptibilidad de 1la
proteina a la degestidn por tripsina. Esta técnica estid basada en
la observacién de que el calor de desnaturalizacién de la albumina
se determina rapidamente al compararse con la proteina original.

*2 sobre el calor de desnaturalizacisn fue

La influencia del ién Ca
demostrada por la comparacién de muestras de suero de albumina que

habfan sido calentadas a 52°C, en una solucién buffer de borato a
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un pH de 7.9 con y sin adicien del ién Ca*?., La digestisn por
tripsina se llevé a cabo a todas 1las auestras bajo idénticas
condiciones. Los resultados indicaron -para una concentracién de
calcio 0.01 M- que la desnaturzlizacién se redujo en un 50 2
cuando el tiempo de calentamienta complets un periodo de 12 horas.
Estudios posteriores (153), demostraron gque los iones Ca'l, o Ma*?
en concentraciones de 0.01 M estabilizaron el suero de albamina
contra el ataque de la tripsina.

Experimentos similares se 1levaron a cabo cun‘ lisozima por Gorini
y sus colaboradores (154,155). E1 i6n Mn'® a una concentracisn de
0.01 M, demostré la estabilizacisn contra el calor de
desnaturalizacién en una solucidén buffer de borato a pH de 7.9. El
ién metilico empleado también puede estabilizar a la lisozima
contra la digestisn con tripsina. Gorini y Audrain (153) han
propuesto que sus observaciones pueden explicarse mediante el
sigui ente ésquema= -

ﬁ + M —— AN
B + M /= BN
/’ \\
e N
e . tripsina
v’ v
D P

En donde A es la proteiha en la configuracién original, siendo
resistente en su totalidad contra un ataque proteolitico; B
representa la configuracién que es susceptible al ataque, dando
productas P. Si el isn metilico M, se combina mis fuertemente con
A para dar el complejo AM, respecto al complejo formado por B, el
equilibrio entre A y B, estara inclinado hacia A, por lo que 1la
adicisn de M disminuye el efecto de la proteslisis. En el esquema
D, indica la proteina desnaturalizada irreversible, afectada por

@l calor de desnaturalizacion.
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S.4.1.2. ESTABILIZACION DE LA TRIPSINA POR LOS IONES METALICOS.

En la estabilidad de la tripsina, aparece que ciertos iones
netidlicos afectan de tres diferentes formas ¢

A) La tripsina puede ser estabilizada contra la autodigestion.

9) La proteina puede ser estabilizada contra la desnaturalizacidn
irreversible en soluciones.

C) La actividad proteclitica de la enzima puede incrementarse
hacia sustratos protefnicos y hacia sustratos sintéticos pequefios.

Gorini observé que tanto el calcio como el magnesio estabilizan 1la
tripsina. Se demostrd que la autodigestisn se retards debido a la
presencia de iones metialicos (156 a 159) y encontrd que la
tripsina es completamente inactiva con el tetraacetato de
etilendi amina en tres horas a un valor de pH 7.9 vy 36°C ( 152 ).

Crewther (160) presenta estudios sobre la desnaturalizacion de 1la
tripsina en un intervalo muy amplio de pH y para un cierto namero

de iones metalicos. Una serie de experimentos en un intervalo de

**, vy a1 son muy buenos

estabilizadares a concentraciones de 10°* m; Be'f Co’f Ni’f » Cu’f

zn*3 y €d®® en concentraciones de 10"~ 10 M. Concentraciones

pH de 3.0-4.5 mostraron que Fel® Cr

mayores a las anteriores causan inhibicién., La estabilidad debida
al Ca’f Ba'z.

concentraciones utilizadas 1075~ 107! m.

Mg*2y Mn'? alcanzaron un valor alto en las

3.4.2. FORMACISN DE UN COMPLEJD TERNARIO ENTRE UN ION METALICO,
UNA PROTEINA Y OTRA MOLECURLA.

Los iones metdlicos no solamente estabilizan las estructuras de
las protefnas, sino que también pueden formar complejos mixtos en
donde los grupos ligandos de las proteinas se enlazan a través de
los iones metilicos con otra molécula. La segunda molécula puede
ser otra proteina o quiziAs una molécula pequefia. Muy poco se sabe
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acerca de la formacién quimica de estos cosplejos. Algunos de los
posibles caminos en que pueden interactuar los iones metilicos en
un sistema enzimatico son:

A). A través de quelacién con un grupo de ligando particular.
B). Mediante el caambio de carga de la molécula de l1a enzima.

C). Por medio de 1a formacidn de un complejo ternario con 1la
enzima. .

D). Enlace a través del centro activo de la enzima, o un 1ligando
simple.

Burd (161) ha descrito experimentos en donde el suero husano de
albumina fue equilibrado a un pH 8.2-8.5 con comple jos solubles de
glicinato de zinc. No se presenté precipitacién alguna, y se
encantré por equilibrio de diilisis que tanto el zinc coso 1la
gliciné sé ‘enlazaron a la proteina.Las técnicas de equilibrio de
diilisis han sido utilizadas por Hughes y Klotz (142) en estudios
spbre l1a formacién de complejos ternarios de zinc.

3.4.3. EFECTOH DE LOS IONES METALICOS GOBRE LA SOLUBILIDAD DE LAS
PROTEINAS.

La solubilidad de las proteinas puede ser determinada por un
balance entre las fuerzas repulsivas y atractivas, implicando 1la
interaccién de la prote{na con el disolvente y, la interaccién de
la proteina con alguna otra. El balance de estas fuerzas determina
la forma en que la molécula de la proteina tienda a dispersarse vy
a interaccionar can el medio (163). A su vez Naugh (144) reparta
la naturaleza de las fuerzas que pueden afectar las interacciones
proteina-proteina; por ejemplo, existen fuerzas columbianas
presentes por la formacién de enlacres de hidréageno entre las
anlécul as de proteina a través de las cadenas de las aoléculas
del disolvente; y también por la presencia de grupos hidrofdbicos
e la praoteina.
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tos reactivos que 52 emplean para precipitar las prote{nas caen en
dos divisiones. La primera de éstas, presenta reactivos que actcoan
alterando el balance entre la dispersién y 1la agregacisn, al
provocar cambios considerables en el nedio, se pueden aencionar
como ejemplo, los disolventes organicos como etanol, acetona, vy
éter, al igual sales como el sodio o sulfato de amonio. En 1la
segunda divisién se encuentran todos aquellos reactivos que
alteran las propiedades en las mismas moléculas de proteina;j
dentro de este grupo se encuentran los scidos , bases y las sales
ge aquellos 1o0nes que san susceptibles a ser eniazados por la
molécula de la proteina. El efecto prisario de los 4cidos y las
bases, consisten en el cambio del namers de iones H' que
interaccionan con los sitios disponibles de enlace en la protefna.

3.4.3.1. VARIACION DE LA SOLUBILIDAD EN FUNCION DEL pH.

La forma en que la solubilidad de un complejo metal-proteina varia
con el pH, puede ser ilustrada al comparar las propiedades de

*2 v pPb*? con el suero de la

solubilizacién de los complejos de Zn
alhamina (141 a 170). A 0°C. en presencia de las sales metalicas a
una concentracién de 0.0 y 0.05 M., l1a solubilidad notablemente
se afecta en el intervalo de pH 2-8 para el plomo y 5-8 para el
zinc. Cantidades apreciables ¢ 10-20 % por volumen ) de etanol
(1466,167) o de éter (171,172) se requieren para precipitar el

complejo de zinc casi en su totalidad.

La efectividad del plomo comparado con el zinc, en la
precipitacién del suero de albumina no solo es reflejo de la
capacidad de la protefna para enlazar mas iwiwes plomo que iones
2inc. ApH 66 7 y 0°C., el sistema formado por el enlace del zinc
con la albGmina es soluble en soluciones acuosas (1668,173),
nientras que el plomo en menor cantidad forma coaplejos con la
albamina y que son insolubles. Se ha encontrado que la adicion de
cuatro moles de perclaorato de plomo por mol de proteina, es
suficiente para disminuir en 1t %, la solubilidad del sistema
(169) .
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El intervalo de pH, dentro del cual tanto el plomo como ®! zinc
reducen la solubilidad del suero de albgmina, se localiza en el
rango de valares bajos en pH por el hecho de que gran cantidad de
fones metslicos son desplazados por una cantidad de iones H*
presentes en el medio.

Caso contrario, en 1a escala de valores altos de pH, el incresento
de solubilidad de los complejos de plomo y de zinc con albdmina
(valores de pH entre 7 v 8), se correlacionan con el! intervalo
de hidrélisis de estos iones metilicos ¢ Tabla 2.1 ).

Dependiendo un poco de la concentracién de zinc, la hidrolisis se
aprecia a 0°C cuando el PH se acerca a un valor de 7 (37,173). El
rango de pH inicial de la hidrsélisis del zinc en presencia del
suero de albumina es casi 0.2-0.3 unidades por arriba del
encontrado para el sistema en ausencia de la proteina (161). Este
mismo intervalo de pH es critico desde el punto de vista de
solubilidad; la solubilidad atnima a 0°C s en presencia de iones
n*? aparece préxima a un valor de pH 7 (61,146). La posibilidad
ha sido elevada dado que el incremento en la solubilidad alrededor
del valor antes mencionado, corresponde no solo a el
desplazamiento de los iones de la proteina, sino tambiéon a la
formacién de hidréxidos de zinc que permanecen enlazados a los
grupos imidaznl de la proteina (161). La formacién de tales
hidréxidos afecta a 1os enlaces y a 1a carga neta de las moléculas
de proteinas en el sistema de estudio.

3.4.4. EGUILIBRIO DE COMPLEJOS INSOLUBLES CON IONES H' @ IONES
METAL ICOS.

La solubilidad de wuna protefna es minina en la condicidn
isoeléctrica en donde ésta muestra en promedio una carga neta de
cero. En estas condiciones las fuerzas coulombianas repulsivas
debido a la carga neta, presentan un valor mainino. Considerables
efectos electroestiticos residuales probablesente se presentan en
la condicién isoeléctrica debido a ¢
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A) Las moléculas por s{ mismas tienen cargas netas finitas la
mayor parte del tiempo.

B) Las interacciones dipolo y multipolo estan prn.-nt.i aan en @l
caso de que hay de por sedio un balance entre el nGmero total
de cargas positivas y negativas en las moléculas de las
proteinas.

Suele aumentar la solubilidad cuando se agrega una base. Es
isportante remarcar que un catién acosmpalia al ion hidraxilo.
Generalamnte un incresento notable en la solubilidad se obtienw
cuando el cation adicionado es enlazado por la proteina, un
ejenplo es el sodio. Estas consideraciones se pueden aplicar para
la adicién de los Acidos, cuyos aniones al enlazarse con las
proteinas, di_suinuyen su solubilidad.

Atn cuando el i4n cloruro tiene marcados efectos sobre la
solubilidad del suerao humsano, la y-globulina, una de las  varias
protefnas constituyentes,es menos solubhle conforme se incresenta
la concentracién de la sal, cuando se tiende hacia el punto
isoleléctrico (174, 175).

Se ha observado que el namero prosedio de iones aatalicos
enlazados por las proteinas disueltas pueden ser del misso orden
de magnitud respecto a los iones presentes en el precipitado de la
proteina (161).

S.4.4.1. NATURALEZIA DE Lés COMPLEJDOB DE PROTEINAGS INSOLUSLES

Existen tres formas en que se pusde altarar la solubilidad de la
proteina, debido a la formacién de complejos metal-proteina (161).
En la siguiente figura se encuentran ilustradas.

La forma (a) predomina en complejos de suero de albamina con n*
a 0°C. en solucisan. Esta forma se encuentra frecusntessnte en
precipitados metal-protefna, sin tomar en cuenta si los coaplejos
son o no quelatos, que son los responsables principales de la
agregacién.
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A
A
AM ~AMA
N A-|
o A
ta) b)
(a). Coaplejos sisples. tb) y (c). Complejos quelatos @

La forma (a) puede afectar la solubilidad del sistesa sediante la
carga ispartida a la molécula de proteina por #1 enlace del ién
metalico; esto puede tener un efecto comparable al que es
impartido por los iones H'. Tales contribuciones del enlace del
i4én metilico a la carga neta indudablemente juega un papel
importante, ya que en su forma simple se puede pensar que el
enlace del ién metilico con la aolécula de la proteina
isomléctrica incrementa su solubilidad. Tal hecho, es contraric a
la experiencia de los trabajos de investigacisn. (176, 177, 178).
La hemoglobina isoeléctrica humana en un pH de 6.6, &3 menos
soluble a 0°C después de la adicién de acetato de Zinc
(fuertesente enlazado por esta proteina) y en similares wmedios
conteniendo solamente sales de Na'.

Las caracteristicas de enlace de conplejos intramoleculares del
tipo (b) en la figura 3.12, tiene una contraparte en el dimero de
Hq"- suero de albamina. La presencia en tal sistema de solamente
un solo grupo sulfhidrilo restringe la reaccién. Cuando varios
Qrupaos A san posibles, la agregacidén tridimensional es posible.
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Tanford vy Epstein (179) han estudiado la transicién del sistesa
zn**-insulina a 1a forma cristalina. Se da la evidencia por una
transicion en este proceso para los enlaces de acusrdo a los
tipos (a) o (¢) en 1la forma (b).

El tercer tipo de complejo, es ilustrado por el sistesa
(Fe'® z~transferina. Aqui la solubilidad depende de la prssencia
de Fe'® en el complejo (180,176). Si los iones metilicos presantan
mis de dos valencias, es posiﬁl_e para éstos tomar parte simultinea
en el enlace intramolecular e intermolecular. El dibujn (c) en la
figura 3.12 ilustra un posible enlace intersolecular.

3.4.3., COMPARACION ENTRE LOS IONES METALICOS.

En la ausencia de otras sales, los nitratos correspondientes del
cu*?, ca™®y zn*?
decremento en la cantidad de precipitado cuando se agregan (0°c.)
a un sistema de 1-2 ¥ de solucién suerg de albamina ajustada con
NapH a pH de 7.0 - 7.1. Los nitratos de Ni‘*? no causan
precipitacisn en las mi snas. condiciones de trabajo, del aisman aaodeo
si se utiliza un medio elactrolitice como el nitrato de sodio
previene la precipitacisn del zZn*%. &i un disolvente organico coao

en concentraciones de 0.005-0.01 M, causan un

@l etanol se agrega, los cuatro iones msencionados causnan
precipitacién de la albdamina en un intervalo de pH 6-7. Existe
una tendencia para formar conplejos insolubles [ )} orden
decreciente Cd > Zn > Ni ((161).

El i6n Hq”. presenta una fuerte tendencia a hidrolizarse. Las
sales de nitrato de mercurio, por ejemplo, son inestables si el pH
es mayor a 2 ¢( Tabla 2.1 ). El cloruro de mercurio reduce la
solubilidad de la albGmina, y nejor ain lao hace el diglicinato de
mercurio, si este se agrega en una solucién que también contisne
diglicinato de zinc (167). Tanto el z2inc como el esercuric se
encantraron en cantidades apreciables  en el precipitado de 1la
proteina de albamina ( 6&1).
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CAPITILO IV

4.0 METODO POTENCIOMETRICO PARA DETERMINAR LAB - CONSTANTES DE
ETABILIDAD. '

4.1. CONSTANTES DE ESTABILIDAD.

Las constantes de estabilidad, o constantes de equilibrio para 1la
formacidn de complejos, han sido por aucho tieapo espleadas coao
una medida efectiva sobre la afinidad de un ligando por un ién
metalico en solucidn, y han servido como un indicador cuantitativo
del éxito o fracasoc de un modelo sobre tales sistesas.

tas primneras determinaciones cuantitativas se enfocaron solamsente
"en "la determinacién de férmulas empiricas y constantes de
eaquilibrio en foraa general, siendo los pioneros sn esta linea von
Euler (179a) y Bodlander (180a). Por ejeaplo, la determinacisn de
los valores de las constantes para 1los diversos pasos de
hidrélisis de tr*®  fueron primeramente trabajadas por Bjerrus
€181). 'E'l trabajo sobre estabilidad de 1los compusstos quelatos,
comi enzan con Calvin y Wilson (182) dentro de la simplificacisn de
Bjerrum (183) gque consiste en usar un exceso de ligando p-.ifl
evitar la hidrélisis y prevenir la precipitacién.

Existe actualaente un gran ntmeroc de trabajos y resultados al
respecto reportados en 1la Subcomisidon V4 sobre Datos de
Equilibrio de IUPAC (184 a 188). Una serie de tablas sobre los
valores de las constantes de equilibrio se publican en forma
sistemitica (189).

4.2 CONBTANTES EN TERMINOB DE CONCENTRACION Y ACTIVIDAD.

El valor de la constante de equilibrio ests dirsctasente
relacionado con la diferencias en las enargias libres de Bibbs
entre los productos y reactivos en sus estados estandares
(actividad unitaria ), y de aqu que sEa una medida de 1la
di ferencia de reactividades entre los reactantes y productos.
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La deterasinacion de las actividades de los complejos idnicos en
soluciones reales y en diluciones infinitas es una complicada
tarea, ademis que se encuentra lejos de los intereses de los
investigadores, salvo en el rubro de investigacién fisicoquimica.

Ha sido en general ¢til, desde el punto de vista de determinacisn
de constantes de equilibrio, evaluar cospuestos coordinados a
fuerza iénica constante mantenida por un electrolito no reactivo.
De hecho, histéricamente en esta prictica se puede amencionar a
Arassaan (190), quien acupé KNOs para obtener una fuerza idnica
constante, aunque el téraino formal de fusvrza i6nica se introdujo
posteriormente en 1921 (191). F1 equilibrio expresado a fuerza
iSnica constante se pusde expresar @ .

ah + bB «~————— cD + dD Ec. 4.1
@

Kc= —_— Ec. 4.2
A *(B)

Este hecho tiene varias ventajas. Por ejenmplo, las cantidades
involucradas pueden ser sustituidas directasente por ecuaciones de
balance de masa enpleadas para los cdlculos de las constantes de
estabilidad y protonacidn. La eleccién de la naturalaza y
concentracién de! electrolito no se ancuentra totalaente
estandarizado. La validez de la ecuacién anterior se ha puesto en
duda, pero los valores de las constantes que se repartan para una
solucién conteniendo el electrolito son muy similares con los
valores de las constantes termodinamicas, porque los cambios de
1los coeficientes de actividad son muy pequefios (192)
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4.3. CONVENCISN PARA EXPREBAR LAB CONSTANTES DE EQUILIBR1O.

El equilibrio en la formacién de complejos y de protonacidn puede
ssr expresada en diversas formas, y espleada de diferentes maneras
en la literatura, tal como, constante de disociacién de un 4cida,
constantes de formacidn, constantes de inestabilidad, constantes
de hidrolisis, constantes de isomerizacisn, constantes de mezcla
de ligandos, constantes de formacién de iones metilicos, etc.
(192) .

El gran namero de expresiones de equilibrio empleadas indican 1la
inportnncu' de definir claramente los aspectos de equilibrio
cuando se publica un resul tado en este campo de investigacién. La
expresién mas comin empleada son las constantes de protonacién
para el ligando , as{ como las constantes de complejamiento para
l1os metales complejos o constantes de formacién.

4.4, CONSTANTES DE EQUILIBRIO Y CONSTANTES DE ESTABILIDAD PARA
EDTA.

Para una mayor claridad al respecto, un ejemplo especifico, es el
equilibrio del ion Ca"y EDTA (con cuatro hidrogenas ionizables)
cuya notacién sera HeL. Los cuatro pasos que generan las
constantes de protonacién se encuentran representadas por las
ecuaciones 4.3 a 4.6. Las interrelaciones entre las constantes de
protonacién por las ecuaciones 4.10 a 4.13 y éstas dltimas son un
producto acumulativo de las anteriores. Especsficamente? pHL=Kn".
ﬁmL=KA"K:". ﬁH‘L=Kn"Kz"K|", y "H4L= Ki¥ka"ks®Ke". De esta forma,
la constante de formacién de Calcio". ecuacidén 4.7, es idéntica a
la canstante expresada por la ecuacién 14} sientras la constante
de protonacisn del quelato ecuacisn 4.15 es un producto de las
constantes en los pasos 4.7 vy 4.8 £ 3, = KCaL®® kca ™.  Algunas
de las especies que aparecen en las ecuaciones 4.3 a 4.9 no se
encuentran presentes en el sistema en ciertos intervalos de pH,
pero una expresicn completa del sistesa queda determinada por las
ecuaciones 4.3 a 4.8 & 4.10 a 4.15 para describir el equilibrio en
el intervalo de pH sobre el cual la concentracién del ion
hidrégeno es medible. Las ecuaciones 4.8y 4.9 representan dos
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formas de formacién del complejo protonado, y cualquier wscuscién

se puede utilizar.

-

H + LY ——
. « ')
K™ = Ec. (4.3) fui=
¢ HY) )
H* + " oe—
- ¢ HalPT) .
K" = - . Ec.(4.4) pmaL =
CHYY HL®)
H” +  H2L?" ———a
" CCHILT )
Ka® = - — Ec.(4.5) (maL =
¢CHY (HaL® Ty
W + Hal™ ———s
" CHel )
Ke™ = - vy - - Ec. (4.6) (merL =
( H) (HalT)
I:a’z + LY ———
ca ¢ cal*” )
K e . Ec.(4.7) fca w
Gab «a*® a*) .
W o+ cal? —
«CaHL™ )
- e Ec.(4.8) fcamL ™
canL W ) cal?")
¢ CaHL™ )
K S% = Ec.(4.9)
GaMt ca? ) w®)
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4.4.1. CURVA DE DISTRIBUCION DE ESPECIES.

Como una ayuda para visualizar las implicaciones vy significado de
las ecuaciones 4.3 a 4.8, un diagrama de especies para 1.00 x
107 de Ca"y EDTA, se muestra en la grafica t del apéndice 3.
Coso &1 pH varfa en un intervalo de 2 a 12, 1a solucién cambia
de una que contiene ca*?, Hel., Hsl, y una pequefia porcién pero
significante de HiL™? en soluciones que contienen finalmente
CaL®*. Aun valor de 4, la mayoria de las especies presentes
ca*?,cal™, y tsL.™? tienen aproximadamente una concentracién de
0.50 x 10" mientras en esta regién se puede ancontrar menores
" cantidades en cancentracisn ¢ 3 %) de CaHL” y HL™®.

Tales diagramas son muy Gtiles no solamente para visualizar 1la
naturalezra de la situacién de equilibrio, sino tambieéen para
reforzar y generar cuestionamientos 1légicos acerca de trabajos
publicados. El1 hecho de que CaHl.~ aparezca con una méximna
concentracién de solamente 2 % de las especies de Calcio
presentes, provoca duda sobre su existencia real, o al menos,
indica gque sy concentracién no puede ser conocida en forma exacta

bajo las condiciones que se utilizan en ese momento.

4.3 METODOB EXPERIMENTALES.

Cualquier método que pueda ser empleado para determinar conh
exactitud razonable la concentracién o al aenos una de las
especies en equilibrio, provee informacién necesaria junto con
el conocimiento analitico de 1la solucién experimental, para
calcular las concentraciones de todas las especies restantes
prasentes sn el equilibrio, y de esto finalmente ©1 valor de la
constante de equilibrio. Si un numero suficiente de tales
mediciones se realizan sobre un intervalo suficiente de
condiciones, se pueden obtener los valores de las constantes de
estahilidad que aplican dentro del intervalo de las condiciones de
reaccisn empleadas. En 1a tabla 4.1 se nuestra una lista de los

métodos que han sido empleados para tal efecto. ( 193 a 196).
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TABLA 4.1
METODOS EBTANDARES.

POTENCIOMETRI A

MEDICIONES FEM DE IONES ESPECTIFICOS

ESPECTROSCOFIA DE RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR

CALORIMETRT A

4.6 MEDICIONES POTENCIOMETRICAS.

La potenciometria es una de las técnicas de msayor conveniencia vy
de gran aceptacidn para el estudia Yy determinacisén de los
equilibrios coeplejos. Alqunos investigadorss deterainan las
concentraciones de iones metilicos mediante el uso de electrodos
del idn especifico, generalasnte es suficiente el uso de
electrodos de vidrio para la sedicién de l1a concentracién del  16n
hidrégeno mediante un procedimiento denoainado titulacién.

4.6.1 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES PARA LAS MEDICIONES DE
POTENCIOMETRI A.

Es importante emplear ligandos de la amis alta pureza. Es suy
recomendable que el ligando se encuentre en la forma cristalina.
81 el ligando se encuentra en suficiente cantidad y estable ®n
solucién acuosa se puede p.r-parar para santensrse [ 1}
almacenamiento. Otra alternativa es eaplear las cantidades exactas
en cada carrida (197).

A sy vez, el electrolito de soporte dehe ser extresadanente puro
debido a la cantidad empleada, y a la relativa baja concantracisn
de laos reactantes, cualguiar ispureza podria adversasente afectar
la reaccisn en estudio.
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4.6.2. MEZCLA DE REACCICN.

La solucidén reaccionante se lleva a cabo en una celda como ia que
se indica en l1a figura 4.1. La temperatura se encuentra controlada
por circulacién de agua con temperatura regulada a traves de una
chaqueta. La solucisn debe de estar completamente aislada de 1la

atmssfera circundante mediante el uso de unos anillos herméticos.
N2

T r-—1 T . SALIDA DEL RSTON DE LA BURETA

1- ENTRADA DE N
2-ELECTRODO O REFERENCIA
= 3-ELECTRODO DE VIDRIO

4-SOLUCION PROBLEMA
2 3 DEL TERMOSTATO
PR V7 —~——
5
5 - =

——— —— Figura 4.1
l — )

La tapa debe ser construida de plaAstico o de acero inoxidable cop
orificios para los anillos herméticos circulares. El gas {narte
debe s'er'purificadu para remover [0z y Oz y a su vez huamidificado
con una solucidén salina de la misma fuerza idnica (preferentesente

de la misma sal del electrolito soporte. La base (4 el 4acido)
estindar se agrega a través de un tubo capilar hasta el seno de la
solucién y se mide mediante una bureta con pistén, la cual es
-capaz de leer.volunenes de 0.0! ml o menores. ’

La tapa debe presentar un namero suficiente de orificios con el
objeto de tomar cuidado de 1os electrodos y de todos los
materiales que se involucran en la reaccién. La capacidad de 1la

celda recomendada se encuentra entre los 70 a 80 al.

La solucién reactante se forma mediante la adicién de voldsenaes
precisos de solucién del ligando, acido estindar si es necesario,
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solucion de algan i&n metalico, suficiente electrolito de soporte
para proveer la fuerza iénica deseada y agua doble desionizada
para completar el volusen de trabajo.

4.6.3. CALIBRACICN DEL APARATO.

Antes de realizar cualquier medicisn sobre la solucién
experimental, es necesario calibrar el pH metro y los electrodos
del sistema en términos de pH. Un método consiste en preparar una
solucién en blanco sin iones metalicos o ligandas, pero con la

solucién electrolitica de soporte a la concentracién requerida.

Postericormente de controlar la temperatura , y poner a funcionar
el agitador, se agrega una cantidad suficiente de 4cido estandar
para dejar el indicadar de pH en un valor de 2.5. La solucién base
se adiciona posteriormente en incrementos, hasta un valor de pH
11.5. Se requieren diez o mas puntos, divididos aproxisadamente
con incrementos igquales entre las regiones &cida y basica con
espaci aniento de dos a tres unidades de pH de la regidn central.
Una grifica de lectura contra pH, es util como una curva de
aproximacién.

El comportamiento de 1los electrodos, el pHmetro, Y la
estereoquimica’ acido-bisica se revisan por 108 sisteaas
computarizados en la mayorfia de los puntos 4cidos y basicos a
partir de que la composicién de la solucién se conoce.

La celda se cubre y mediante el termostato se registra 1la
teaperatura durante un periéddo de treinta wminutos para aipgurar
que exista uniformidad de temperatura en el sistema . De esta
forsa se puede definir lo siguiente

pH= X en soluciones 4acidas Ec. 4.16a
pH= pKwv ~ X en soluciones basicas. Ec. 4.16b
donde
X= - logio (|mmol acid- Vkom fikon|/ (Vo +vkon)) mmolacido
Ec. 4.17

X t Milimoles iniciales del 4Acido fuerte presente.
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Mxou 8 Molaridad de KOH agregada.
Vo t Volumen inicial.
Vxon 8 Volumen de KOH adicionado.

pkv= -log ¢ |H"|JoH™ ) Ec. 4.18

a la fuerza idnica de trabajo.

Es importante evadir puntos cercanos a la inflexidn durante 1la
calibracién. l.a mayor parte de las desviaciones observadas en la
region basica tienen una cantidad inevitable de 1 X o ais de
carbonato en estas soluciones diluidas de calibracisn. La linea de
calibracion de tal forma determinada provee de 1los factores
necesarios para convertir 1la lectura en unidades de pH. Es
isportante que ninguno de los ajustes estandares realizados sobre
el pHmetro se cambie una vez que se ha verificado la calibracién.

Otra fa".q de realizar la calibracién es mediante el espleo de
soluciones buffer est&ndar para las cuales las constantes de
protonacién a la fuerza idnica empleada se conocen. Para llevar a
cabo esto, al menos dos Acidos débiles, los cuales tienen una
accién buffer en las regiones dcida y basica se pueden emplear
(ejemplo es el scido acético y el fosfato 4acido de potasio).
Aunque es suficiente determinar dos puntos ( un valor de pH para
cada buffer neutralizadn), una mejor medicién del pH de la
solucién se obtiene mediante el andlisis de los incrementos de la
titulacién para cada acido con la base estandar utilizada.

4.6.4. EL BIBTEMA DE ELECTRODO.

Las cantidades que se adicionan de base a la solucién de trabajo
se monitorean y registran en lecturas de pH. 8i se genera’ una
tabla comparativa entre los valores de pHobs y pHcale se pumde
cbservar mayor igualdad entre los valores correspondientes a la
zona Acida respecto de la zona basicai esto se debe a la presencia
de algunos carbonatos en la solucién experiaental. Para poder
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determinar el grado de contaminacién por parte de los carbonatos,
se esplea el Método de Gran (198) que define a la ecuaciént

§4=(vo + Vkon ) x 10 TR Ec. 4.19

R = Lectura del pHmetrao.
- = Empleado para la regién acida.
+ = Empleado para la regién alcalina.

La representacion de este comportamiento se observa sejor en un
ssquema donde se grafica ¢ contra volumen de base eapleada. Tal
grafico produce dos lineas rectas que se interceptan en el eje de
las abcisas del volumen de la base ¢ griafico 2 del apéndice 3 ) La
1inea A (izquierda) es proporcional a 1a concentracién de H e
intersecta en X al de base mientras que la lihea B intersecta en
el punto X" del mismno eje ( ¢ es proporcional a la concentracisén
de OH ).

Para determinar el porcentaje de carbonatos presentes en el
sistema, se evalua la diferencia entre los valores de los
valumenes de base indicados por las intersecciones de las linmas A
y B.

% Carbonato = 100 ( (X*~X)/72/X" Ec. 4.20

8i la diferencia que refleja el carbonato se encuentra alrededor
del 2 X generan problemas por 1o que se debers preparar y utilizar
solucién fresca.

4.6.5. ETAPAS EXPERIMENTALES.

Uno 6 mas perfiles de pH se necesitan determinar para sistesas que
contienen una o mis rel aciones molares de metales con ligandos.
Cuando existe una aproximacién de igualdad esntre el nusero de
grupos donantes efectivos del ligando y el namero de coordinacidn
(en solucién) del idn metalico, una relacidén molar 111 es
generalmente suficiente. Relaciones adicionales deben ser
designadas para iqualar las relaciones estequi omtricas de
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formacidn de complejos entre el ligando y los iones metslicos.
Para sistemas complejos en donde se combinan dos difesrentes
ligandos con el mismo i6n metalico, se debe tomar en cuenta la
formacisn simultinea de complejos en donde mds de un 1igando
individual se combina con un i6nh metilico. Asf{, los perfiles de
pH deben cubrir las diferentes alternativas que son :

t. El1 primer ligando solo.

2. E1 i4n metilico con el primer ligando a mis de una relacisn
mol ar unitaria (1121, 1:2, 1:3, y asi sucesivasente).

3. Una forma similar para el i6n metilico con el segunda 1igando.

4. E1 i6n metilico con ambos ligandos a relacion asoclar que
corresponde a las a@stequionetria de los ligandos cosplejos.

4.6.5.1. ' PRIMERA ETAPA.

La primera etapa experimental determina las constantes de
protonacién del ligando. A la solucién acida del ligando
preparado, se le agrega base estindar en incresentos psquefios para
obtener 50 o mis puntos experisentales para cada corrida (cada
punto representa una relacidén? soles de base/ moles de ligando ).
Las condiciones de equilibrio, se determinan por una lactura
constante que cae dentro de un intervalo de aenos de $0.002
unidades de variacis&n para cada punto experiaental antes de
proceder a la siquiente etapa.

Para la mayorfa de 1los sistemas ( excepto donde el 1ligando
experimenta reacciones lentas tal coma {somerizacién, hidratacién
o deshidratacién, enolizacidn, etc..) l1a protonacién y
desprotonacisn del li‘qando es rapida y completa en el it.qm
requerido para la mezcla. E1 perfil de pH que se cbtiene para el
ligando dnicamente se emplea para calcular las constantes de
protonacién del ligando.
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4.6.5.2. BSEGUNDA ETAPA.

Con los perfiles ( graficos ) deséritos anteriormente, es posible
ahora proceder a realizar 1los calculos de las constantes de
estabilidad mediante un algoriteo computacional.

En trabajos potenciométricos, el eapleo de sistenas
computacionales ayudan a los investigadores a lograr la evaluacién
sis precisa en este tipo de trabajos. Con referencia a un
algoritmo especifico (199 ), los cadlculos se encuentran basados en
la medicién de la variable H", on donde el valor de pH se mide
dirsctamente

-log ( HY

El algoritmo basico, se puede expresar en términos de la ecuacisént

NS 3 aij
Ti= F ejpgn C k Ec. 4.21
=1 k=1

La cual es una ecua:i.én que expresa e] balance del componente
i-ésimo en términos de las especies j-ésima sumadas sobre .tudas
las especies presentes NS. Cada concentracién de la especie
consiste de un producto entre las constantes de estabilidad y la
concentracidn del componente individual ck el evado al coeficiente
estequeosétrico eij.

Por ejemplo, el sistema Cu-EDTA consiste en tres componentes :EDTA
wy, m"(n). e iones H*en el aedio. Las especies posibles son
EDTA;* HEDTA®™, HiEDTAZ™ HsEDTA ™, HEDTA, CuEDTA®, CuHEDTA™, H' y
OH . En términos de las cantidades totales se obtiene el balance .

de masa para el ligando ¢

Te= (L4 + ™)+ (H’E' Y+ (HC ) + (H L)

+ tcul®) + (cuHD) Ec. 4.22
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Para @l 16n metslico #

Te = (Cu*? + @€uL?) + (Cul) Ec. 4.23

Y pa ra los iones hidrégeno

Tu= (H.*) + 2(H’L") + 3HLT) + 4H L) + (CuHT)

+ (BABE) + (H') - tOH™) Ec. 4.24

En la ecuacién Tu, se representa la cuﬁtl&id de &cido inicial y la

_base prasante, la cual se resueve por el titulate agregado. 81
se expresan an térsinos de 3 y de las ecuaciones de balance antes
sencionadas se obtienen

t 24 t £4 4~ *3 * -
T = (H° ) + ﬁu(l‘l LT ) + ﬂ.u(ﬂ YHHIILT ) Ec. 4.2%

L 2 * 4~ *, 2 .~ + 8 L 3ol
T = (L7 ) + ﬂ'"‘(ﬂ L") +f§.'L(H) w="H» + ﬂ".L(H PTILT )+

M%) (*") + M2 (HY) (W)

XY ] 4=
nu‘l'm) Wy + s

p.la
Ec. 4.26

Th = nm_(u’)u.") + 2p-'._m’)'(L“) + :mu.l‘m')'u_") +
4ﬂu‘L(H’)‘(L") + (H) - n”m’)"+ ramugn"nn‘) w*
Ec. 4.27
El sistema de scuaciones coso el anterior, se resuslve para cada

componante l:h. €1 valor de ck-s importante cuando representa la
concentracison de iones HY este valor gque se compara con la



concentracién de iones H' medida en forma directa en ®1 desarrollo
experimental. El proceso de cilculo se efectaa con todos los
puntos experimentales para la medicidn de los puntos de
equilibrio. En cualquier cidlculo que se basa @n un perfil de pH,
el primer paso en el procedimiento radica en el eampleo de valores
estimados de las constantes desconocidas 3. Por 1o tanto, el
algoritmo que se plantea en esta seccién tiene la siguisnte
secuencias :

1. E1 algoritmo de cAlculo .emplea valores estisados de las
constantes de estabilidad (3) y evalua la concentracién de los
fones H' en todos los puntos de equilibrio.

2. El algoritmo evalGa la suma de la diferencia cuadrada de las
desviacién en pH mediante la ecuacién @

U= I W (pHobs — pHcalc)? Ec. 4.28
donde

= - 2
W 1/ ¢ pHi«u~ pHi-1 ) Ec. 4.29

El factor W es un factor de peso que sirve para indicar la
influencia de los valores menos exactos de pH en las regiones de
pendiente muy pronunciada en el grafico de pH.

3. S8e realiza el ajuste de las constantes de estahilidad
desconocidas mediante la repeticién de los calculos hasta que el
valor de U l1lega a valores minimos aceptables. Este valor de U, se
utiliza para determinar la desviacién estandar en unidades de pH
por la ecuaciént

o = /My 7 Ec. 4,30a
donde

NeEW Ec. 4.30b

En el caso de la deterainacién de las constantes de protonacién,
el sistema de ecuaciones se simplifica debido a que dos
conponentes (ligando e iones H' ) se encuentran presentes en la
solucisn en estudio y las ecuaciones se resuslven simultineamente
para Ty y Ta.



4.7. SISTEMA PLOMO-IDA.

Mediante el algoritmo anterior (199), se aplica al sistema ploao
y acido iminodiacético (IDA). El acido es capaz de coordinacién
con una variedad de iones wmetalicos para forsar cosplejos con
relaciones molares 1:1 y 112 del metal con el ligando.

4.7.1. CONSTANTEES DE PROTONACIGN PARA IDA.

Los efectos combinados de todos los grupos funcionales &cidos y
basicos en un ligando, determina la concentracisn de iones H'  en
equilibrio con ese ligando. La grafica 3 del apéndice 3, presenta
el grafico correspondiente al perfil de pH para este sistema. Las
constantes a temperatura de 25°C y fuerza iénica 0.1 N son
9.34 y 2.55 (199).

Es importante sefalar gue estos valores se reportan hasta que el
valor ainimizado de la desviacion estAndar o mas aceptable. Para
poder tener un parimetro de cnmpéréctén, se requieren los valores
de 1as constantes de protonacién, en este caso se encuentran
publicados por Martell y Smith (19%a) que son 9.32 y 2.61
respecti vamente.

4.7.2. CONBTANTES DE ESTABILIDAD.

En la determinacién de las constantes de estabilidad para un
sistema metal-ligandao, la titulacién procede sediante la adicién
de base titulante en incrementos muy pequefios (ej. O0.10 mnl) hasta
neutralizar el scido presente. E1 perfil de valores de pH para el
sistema Pb-1DA se encuentran graficados en la grafica 3 del
apéndice 3.

La coincidencia de las curvas en la region &cida tanto para el
sistema 1ligando solo, como para el sistema metal-ligando indican
que el complejo de plomo no se forma en esta regién. EL incresento
de pH a un valor de a =1.5 continta hasta a = 2.0, y es indicativo
de la disociacién de agua coordinada para formsar especies
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coordinadas da OH . Los valores iniciales para las constantes de
sstabilidad fueronilog Kur= 7.00, log Kul.;= 3.00, y logul.ollg ~9.0.
Esto se fundamenta en la observacién sobre el intervalo de valores
calculados de logKui de 5.5 a 10.5, mientras que los valores de
1as constantes del segundo paso (Kurz) son menores.

funque estos estimsados resultan ser bastante cercanos, el programa
trabaja adecuadamente y los valores calculados contra los
estimados convergerian, aun si éstos tienen una diferencia de
cinco unidades logaritmicas. £1 valor final de las constantes

son ¢
P+ L e PBL log Kuv= 7.36
L+ L2 e, PbL2? log Kuwn= 2.42
- a
PbL ———— 3 PBLOH + H’® 10g meoi? =—9.57

" Debido a que la constante del segundo paso es en magnitud mis
pequefia respecto a la primer constante , la especie Ma se
considera como una especie minoritaria. La grafica 4 del apéndice
3‘, representa a las especies para las condiciones que se esplean
en la titulacisn, en este caso la conclusién de que la especie
PbL:' es una especie minoritaria.

4.8, CONBTANTES DE ESTABILIDAD Y 8U BELECCION.
4.8.1. CRITERIO BENERAL.

Las amplias variaciones que frecuentemente se encuentran en las
constantes -publicadas para complejos -etaucosv indican la
presencia de erraores cuyas fuentes de origen incluyen ligandos
fapuros, disefios experimentales sin suficientes bases de disefio,
madiciones inexactas, y errores en los célculos. De aqui que
decidir entre 1los valores publicados algunas veces resulta

sar una situacisn poco confiable.



4.8.2. CONTROL EXPERIMENTAL.

La credibilidad de los valores cientf{ficasmente que se obtienen se
revela frecuentemente por el cuidado, control y descripcisn
detallada con que se procedis a realizar los expsrisentos. Los
documentos carentes de la descripcién detallada de las condiciones
de reaccion, operacion y trabajo (ejemplo tesperatura, fuerza
i6nica, naturaleza del electrolito base etc.) se deben excluir de
la informacién con que se cuenta. As! miseo si se tiene carencia
de la informacion acerca de la pureza del ligando. Se debe prestar
especial atencién a la falta de una calibracién precisa de los
equipos experimentales ( aparato potenciométrico ) y a la falla al
determinar los coeficientes de equilibrio reportados.

4.8.3. BSELECCION ENTRE VARICE8 VALOREE DE CONBTANTEG DE
ESTABILIDAD.

Cuando se presentan varios valores muy Similares wntre s! sabwre
una constante en particular, se selecciona el prosedio de esos
valores. Los valores que muestren desviaciones considerables se
eliminan. En caso de que exista poca confiabilidad en los
resul tados para su comparacién y evaluacién, se requiere del
enplec de otros métodos que sirvan de soporte. La seleccién debe
estar acompafada de una comparacidn con valores abtenidos de otraos
iones nettlicos con un ligando y con valores obtenidos de otros

iones metilicos con ligandos similares.

Cuando existe desacuerdo entre 1los valores publicados, l1a
comparacisn con otros iones metilicos y ligandos no sugiere
obtener el mejor valor, por 1o que los resul tados que se obtienen
de fuentes informativas confiables y -generalasnte de un grupo de
investigacién— es la mejor opcidn para analizar y tosar en cusnta
ya que muestran una forma mis confiable de demostrar la veracidad
de los resul tados.

Cuando los valores se reportan por investigadores indespendientes,
existe alguna razén para dudar acerca de la credibilidad de esos
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rasultados. Se debe reconocer que tales trabajos pueden tener
srrores, y problemente no podrin ser detectados hasta que el
trabajo se realiza nuevamente por otros investigadores, o hasta
que un trabajo similar se lleva a cabo con un ligando anilogo o
relacionado con los iones metilicos que se emplearon.
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CAPITULO V
S.0. CALORIMETRIA.

La funcién de la calorimetria en el campo de la quimsica de
soluciones se ha expandido en los gltimos afios, primerasente en la
medicién de calores de reaccién para deterainar las constantes de
equilibrio de reacciones que envuelven especies débiles
interactuantes, 1la identificacién de espucies complejas on
reacciones de mezclas, y la determinacién de concentraciones de
los componentes presentes.

Estas teécnicas han encontrado una enorne aplicacién en los campos
de bioquimica, bacteriolagia, biologia, microbiologia, medicina y
farmacologi a.

S.1. CALORIMETROSB COMERCIALES.

Actualmsente en el campo de la calorimetrf{a un investigador puede
seleccionar de una lista muy variada, el equipo experimental que
reune las caracteristicas para el trabajo a realizar. En la tabla
S.1 se enlistan calorimetros que se sncuentran en el! msarcado al
igual 1los nombres y direcciones de los constructores 12
distribuidores. Las caracteristicas operacionales de estos
calorimetros se encuentran listados en la tabla S5.2. Comso se
puede observar, las unidades comerciales cubren un intervalo msuy
amplio de operacidn ( intervalo de temsperaturas de -206°C a 1500°C
con volumenes de muestra de 0.5 a 300 ca®) y mediciones variables
( intervalo de mediciones 0.005 a 500 Joules, precision 0.1 a 3 X
). Los ndmeros en la tabla 5.2 se deben considerar solamente comao
indicadores del intervalo de operacién normsl dado que los
instrumentos se pueden modificar para extender el intervalo de
operacidén.
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TABLA 5.t

DESIBNACION

FABRICANTE o REPRESENTANTE

CALORIMETARO DE BOLUCION
ARNKT.

MICROCALORIMETROS
CALVET.

ENTALPIMETRO.

S1STEMAS DE PRECISION
PE CALORIMETROS Y
MICROCALORINMETROS

LKB.

CALORIMETRO DE ROLUCION
PARR.

MICROCALORIMETRO
PICKER

TERMO-TITULADOR SANDA.

BISTEMAS CALORIMETRICOS
TRONAC ISOPERIBOLICOS
® ISOTERMICOS.

EKC. INGC. LUMINON INGCORPORATED
P.O,BOX 8380 420 COIT STREKTY
PITTEPUROH ,PA 135220 IRVINGTON, NJ O7411%
MARCHE INSTRUMENTS BETARAM

INC, 104 -400 Iug DE SXZE
4009 BOUTHWOOD DRIVE ap LYON o

WACO, TX 746720 FRANCIA

"AMERICAN INSTRUMENT GO.
8080 OEOROIA AVENUE
SILVER SPRING, MD 20930

LKS INSTRAUMENTS AD LKB INSTRUMENTS INC.
FACK, 161 23 BAOMMA 1 12224 PARKLAVN DRIVE
STOCKHOLM, SVEDEN. ROCKVILLE, MD 20882

PARR INETRUMENT CO.
248 FIFTY-THIRD STAXKT
MOLINE, IL <1203

TECHNEUROP ING.

CIL BUILDINO

SUITE 2478

630 DORCHESTER BLVD, WEST
MONTREAL, QUEBEC

CANADA H¥E 1RGO

BANDA INC.
4848 EAST RIVER DRIVE
PHILADKELPHIA, PA 1D129

TRONAC INC. .
4804 80. COLUMNIA LANK
OREM, UT B4OB?.

S.2. TITUWLACISN CALORIMETRICA.

La titulacisn calorimétrica ha probado ser una técnica muy atil
para determinar parametros termodinamicos, valores de AH en
reacciones consecutivas o simultaneas (200), detersinar valores de

AG en reacciones que envuelven interacciones débiles de varias
especies (201 a 203), para identificar las sspecies presentes aen

una reaccién de mezclas

complejas (200, 204 a 206), y para

determinaciones analiticas.



Los calorimetros que s® emplean para e! estudio de las propiedades
termodinsmicas mediante la titulacién calorimétrica han existido
desde hace mas de 20 affos. Durante este tiempo, los problemas
asociados con los componentes del calorimsetro ( bako constante de
temperatura, bureta de inyeccién constante, recipiente de
reaccion, ssnsibilidad de temperatura del circuito, y los
procedimientos de anidlisis de datos ) se han estudiado y mejorados
por 1o que en la actualidad, 1los resultados reportados por el
método de titulacidn calorimetrica son comparables en exactitud
con aquellos reportados por los calorimetros convencionales de

solucisn.
TABLA 5.2
CARACTERISTICAS OPERACIONALES
cALORI INTERVALO INTER LIMITE FRECISION gayl. . VOL,  CONSY.
METRO MEDIGION VALD. DEKTECGION EnEmoErIco s TIEMPO
(WATYTS, TEMP, z sourzs 9™ sxa.
JOULER) [+4 =3
C.ARNETT .. . as 1,26 9 4 1280 soo
# <00 :
ua, O Blw. | -308- ©.8 W, oz 15 200
CALVET TR ] 1800 ' Bo I

LK®:
10700 BATGH

40700 FLOVW -

Q. SOL.
PARR

TERMO-
TITULADOR
SANDA

Cc, 180~ <8s2 J
PERIBOLICO
TAONAC

C. ISO- 0,008~
TERAMICO 2.0 4
TRONAC

MC.tmicrocalorimetro
C. tcalorimetro
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S.2.1. DESARRILLO EXPERIMENTAL.

La titulacisn calorimdtrica s la técnica en donde un reactante se
titula mediante el wmpleo de otra solucién reactante y la
temperatura del sistena se mide coso una funcién del titulante
agregado. E1 cambio de temperatura se pusde provocar por una
reaccién guimica o por interaccion fisica entre el titulante y el
'titulldo ( por ejemplo, la adsorcién de una molécula organica
sobre una superficie sélida tal como zeolita o rocas ). Existen
dos tipos de titulacién t a) adicién y b)) continuo.

De eantas dos fornas de realizar la titulacién, la primsera
consi ste en agregar en cantidades detersinadas @] titulante 14
antes de prossguir coh una adicién posteriar, se ajusta la
temperatura tosando como referencia la temparatura inicial del
sistema.

En la titulacién continua, el titulante se inyecta a una velocidad
constante durante la corrida. Este tipo de adicién presenta la
ventaja de generar un reporte experimental cospleto acerca del
cosportasiento de una reaccidén en el sistena. Los aparatos que se
basan en la titulacién continua deben pressntar una rapida
respuesta a los cambios de temperatura y puaden ser utilizados
gnicamente con sistemas en donde las reacciones que toman lugar
son muy ripidas.

5.3. CLASIFICACION DE LS SISTEMAS CALORIMETRICDS.

S5.3.1. CALORIMETROB ADIABATICOS.

El principio de 1los calorimetros adiabsticos es wminimizar 1la
pérdida de calor hacia el medio ambiente de tal forma que
cualquier cantidad de calor liherado por el proceso en estudic se
traduce en un incremento en la tempsratura de la =sezcla de
reaccién.



S.3.2. CALDRIMETROS IBOPERIBSLICO.

El calorimetro isoperibslico se encuentra basado sn el eonitoreo
continuo de 1a tesperatura de un racipiente de reaccién
adiabitico. El recipiente de reaccidén generalsente se localiza en
un ambiente de temperatura constante. Este tipo de calorisetro
requiere de calibracién adecvada para definir la pérdida de calor
(207).

Los calorisetros isoperibdslicos Quneral sante reportan un
termograma en milivolts que grafica tesperatura rs tiespo {
grafica 1, apéndice 4 ), 1la cual puede ser convertida a un
termograma mas adecuado ( grifica 2, apéndice &4 ) . Para convartir
de la grafica 1 a 1a grafica 2, se corrige e! calor intercasbiado
con los alrededores durante la corrida. Esta correccién junto con
l1a correccién del calor de dilucién hacen posible obtener el valor
@corr., Estas correcciones se calculan adecuadasente sobre un
periédo de tiempo limitado. Esto limita al método isoperibdlico a
realizar experimentos qué puedan ser completados entre una o dos -
horas.

3.3.3. CALODRIMETRNS ISOTERMICOS.

Los calorfmetros isotérmicos se basan en el monitoreo cont{nuo del
flujo calorf{fico entre el recipiente de reacciéon Y los
alrededores. El recipiente de reaccién y la solucidén sn estudio se
mantienen a temperatura constante, esta tesperatura es igual a 1la
tenperatura de los alrededores del sistema.

Los experimetos que no se pueden finalizar en pariédos cortos de
tiempo (@j. dos horas), pueden llevarse a cabo asdiante sl usa de
los intrumentos isotérasicos. Este tipo de calorimetro produce
. directanente el grifico en donde se registra @1 cashio de calor
respecto al tiempo ( grafica 3, apéndice 4 ). El area debajo de la
curva corrmgida se encusntra graficada contra el tiespo ¢ grafica
4, apéndice 4).
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Las lineas punteadas en los termogramas de las grificas 4 y S,
muestran la mayor desventaja de los calorimetros isotérmicos
respecto a los isoperibslicos ya que representan el tiespo de
respuesta del sistema de medicién para registrar !os camsbins en
funcidn de la velocidad con que se genera el calor por el comienzo
o finalizacidn de la reaccién ( dos a tres minutos ). La respuesta
real del instrumento ms una 1inea oscilatoria como se muestra en
la grafica 3. El area total hajo la curva representa el calor que
se produce durante el periddo de la oascilacién. Para cualquier
reaccién que comienza o finaliza, el método isotérmico no da
inforsaci4én adecuada para e] perisdo de dos o tres einutos. Los
puntos finales, los cuales ocurren dentro de los priseros dos
minutos de una titulacién no pueden ser observados directamente,
por lo que la cantidad de calar durante este periddo es
insignificante si las corridas consumen msucho tiempo. Las
capacidades tipicas para los dos tipos de calorimetros hasta ahora
vistos se encuentran ilustrados en la tabla S.2.

Ciba-Geigy AG, desarrolld un sistema calorimetrico isotérmico (
BSC-81) (208,209,210) y que se comercializa y conoce cono
calorimetro de reaccion RC-1. El calorimetro de flujo térmico
BSC-81 se encuentra compuesta por un reactor enchaquetado de
vidrio con capacidad de 2 litros. A travées de 1la chaqueta se
bombea aceite de silicén a una velocidad de 2 1t/seg. El1 sistema
de circulacién de aceite se encuentra compuesto por dos pqrtes <
Figura 1, apéndice 4 ). En la prisera parte el aceite se mantiene
a una temperatura alrededor de 3°c por encima de la temperatura
que se establece para el reactor Tr. En 1la segunda parte el
aceite se enfria a una temperatura de 5% por desbajo del valor de
Tr. Los dos sistemas de aceite se encuentran conectados por una
valvula electrénica. La operacidén del sistema genera una mezcla de
aceite frio y caliente con una temperatura que se denomina TJj}
ésta pasa a través de la chaqueta del reactor en una cantidad
suficiente para mantener la temperatura del reactor Tr, constante
¢ 211 a 215).
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Las temperatwras Tr y TJ continuasente se esonitorean y on
cualtquier instante, se puede deterainar el intercasmbio de calor ¢
qf ) entre el contenido del reactar y ®]1 aceite que fluye a través
de 1a chagueta mediante la ecuacién s

qf= VA (Tr — TN

donde
U t coeficiente glohal de transferencia de calor (N K'a®
A ¢ superficie de transferencia de calaor ( &®* ).

Los ajustes de TJ se ven afectados por la operaciéon autosstica de
la valvula sezcladora, la cual se controla por una computadora al
igual que también controla las chlculos del calor gmnerado por 1la
®cuacién anterior.

Una ventaja de los métodos con sistemas continuos, recae en que la
sefial calorifica no se afecta por la pérdida de calor hacia el
amsbiente a través de las paredes del reactor y no requiere del
desarrollo del balance de energia alrededor del sistesa. Adends,
la seffal que genera representa la suma de la pérdida de calor y
términos importantes debidos a 1la agitacién vy adicién de
sustancias.

S5.3.4. CALORIMETROS DE COMPENBACION.

Existe una gran diversidad de nombres con que se le conocen a este
tipo de calorimetros sde conduccién térsica, de flujo teéraico, de
termopila de conduccién, etc. Tales sistemas se comsrcializan por
companias imsportantes ' Setaram (Francia), Beckaan (USA) y LKB
Produkter (Suiza). ldealmente en este tipo de calorisetros, axiste
un flujo térmico de calor que se controla del recipiente de
reacci&n hacia los alrededores. Este control se lleva a :ibu
mediante @] uso de una termopila ( Figura 2, apéndice 4 ), La
diferencia de temperatura sobre la pared de la teracpila genera un
increnento sobre la sefal de voltaje la cual se puede descridbir
por la ecuacidng V= kd@/dt
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Las constantes de tiempo de tales calorimetros se wshcuentran
aproximadamente desde 100 segundos a varios minutos. La rapida
respuesta de este tipo de calorimetro va an funcién del! volumen de
reaccién que maneja.

%.3.5, CALORIMEYRO DE CONDUCCIGN.

L.a mas amplia gama de uso del calorimetro de conducciédn téraico se
encuentra desarrollada por Calvet, basado en el diseffo inficial de
Tian (216 a 219).

Un calorimetro tipo Calvet como el comercializado por Setaraa (
Francia ), tiene una sensibilidad del orden de 1 mW y genera una
seffal relativamente estable de calor. En este caso, de 2 a 4
recipientes calorimétricos se encuentran sujetos en un bloque de
Aluminio. El volumen de reaccidén fluctga en un intervalo de 15 a
100 ml. A los recipientes se les puede inyectar las soluciones en
estudio de una forma precisa al igual que se pueden adecuadamente
agitar ( 218, 219).

Generalmente el voltaje gue generan &5 una seffal diferencial que
se compara entre la celda calorimétrica (en donde 1la reaccisn
procede ) y un recipiente de referencia. Estos calorimetros tienen
un volumen pequefio de reaccidn que varia entre 1t a 5 a1 y cuentan
con una alta sensibilidad 1-2 md. Un ejemplo de woste tipo de
calorimetro fue desarrollado por Ishikawa et al. (220) ( Figuras 3
Y 4, apédndice 4 ).

3.3.4. MICROCALORIMETROS DE FLUJO.

Monk y Wads$ (221) se encuentran entre los priaercos en desarrollar
un calorimetro de flujo para mediciones exactas en el &rea
biolégica. El instrumento se encuentra conpuesto por dos
calorimetros de ¥lujo (¢ Figura 5, apéndice 4 ) (222) rodeados por
platos de termopares semiconductares los cuales, a su vez, se
encuentran rodeados por bloques pequeffos de aluminico que se
localizan en contacto térmico con  e] principal bloqua
calorinétrico. El sistema se encuentra inseraa en un bafio de agua.

99



Las euestras se bombean a través de tuhns de oro de dismetros
pequeffos (1 mm de diidmetro interno ) entre los platos de cobre en
la unidad central de intercambio térmico antes de que entre en
funcionamiento la unidad calorinétrica de medicién. El volumen de
los tubos y del recipiente de medicién es de aproximadamente 0.5
ml. F1 intercambio térmico es para asegurar que la muestra se
lleva a temperatura estandar antes de que se 1lleve a cabo 1la
medicidn de la velocidad de generacién de calor la cual es una
sefal de voltaje diferencial entre la reaccién y el recipiente de

reaccién.

S.4. ASPECTOS TERMODI NANICOS.

Los valores termodinamicos de un sistema en equilibrio
metal —~ ligando se pueden caracterizar por los parametros
termodinamicos: la energia molar libre de Gibbs, 4G°, 1a entalpia
molar estandar, AH°, la entropf{a molar est&ndar, AS°. Todos estos
parametros puedenn en principio derivarse de 1las mediciones

calorimétricas directas.

5.4.1. ECUACIGON DE VAN’ T HOFF,

Existe una ecuacién que nos permite calcular valores de entalpfas
mplares en funcidén de la temperatura y de la constante de
equilibrio aparente, K’', y que se denomina ecuacidén de van't Hoff.
Los valgres de las entalptas de van’'t Hoff son generalmente
equivalentes a las entalpias que se obtienen de las mediciones
calorimétricas directas (223). Si los valores AH se obtienen de
una suma algebraica de los efectos calorificos que ocurren en un
sistema, las entalpfas de van’t Hoff son el resultado de 1la
adicidn de sumas mis complejas de todas las entalpfas individuales
a travées de una combinacion de constantes de equilibrio. La
comparacién entre los valores de entalpfas que se abtienen
mediante l1a téchnica calorimetrica y la ecuacion de van’t Hoff
provee una comparacidn adicional acerca de la exactitud del modelo
(?274) ., La ecuacisn de van't Hoff se encuentra definida por @

& 1n K’= —(AH>/R)8C1/T)
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85.4.2. CALQULO DE LOS VALORES TERMODINAMICOS.

Es isportante resarcar el hecho de que a partir de valores oxactos
de constantes de equilibrio K como una funcién de la temsperatura,
se pueden determinar valores para el cambio de entalpia AH, asi
mismo ®s también posible determinar valores de las constantes de
equilibrio de las reacciones de enlace metal-ligando mediante 1la
exparimentacisn de la técnica calorimétrica.

S.4.2.1. METODO GRAFICO DE CALOU.O PARA AH Y K.

El método que se presenta (225), es un método grafico sencillo
para poder deterainar los valores de la constante de equilibrio K,
de una reaccién y los valores del cambio de 1la entalpia AH, en  un
sisteaa en donde se presanta el enlace de un ligando con un idén
msetdlico 6 con una mnacromolécula mediante titulacisn calorimsstrica
en forma simultinea. Se asume que el complejo formado es 131, 1la
expresién general de equilibrio sé p.résenta para la reaccién 3

M+L &— M

[{, B

" ()

M)in
K= Ec.S.1
(Mo n-(ML) n) ( (L o)n—(ﬂ.)n)

donde
] t I4n metilico o aacromolécula.
L t Ligando.
(Mo)n 8 Concentracién total para la n—ésima adicidn.
(t.)n & Suma de las concentraciones de enlace y
° no enlace del ligando para la n—ésima adicién.

(M.)n &8 Concentracisn del complejo formado
para la n—ésima adicién.

101



Por otro lado, el calor que =me genara en @] procedisiento de
titulacitn Gn, ¥ se expresa por la ecuacidnt

@n = (AH) (Vp) (MR Ec. S.2
donde

Vn 1 Volusen de reaccién de la solucisn.

Combinando las ecuaciones 5.1 y 5.2, tenemos la ecuacién 5.3 ¢

(Mo)n (Loln AH Vn @n

/K = - (ﬂo)n - (Lo)n + ————— Ec. 5.3
an AH Vn

Esta ecuacisn presenta dos incégnitas, K y AH. Para resolver 1la
scuacisén, se sustituyen una serie de valaores razonables para AH y
ésto genera valores para 1/K. Con ambps valores se proceds a '
realizar una grafica 1/K vs AH. Esto se 1leva a cabo con todos los
pasos de la titulacidn, y teniendo en cuenta de que la relacidn
del complejo formado es 111, 1las curvas —en el caso ideal-
intersectan sn un punto coatn y éste es el valor correcto para 1/K
y AH ( grafica &, apéndice 4 ). Debido a la iepresicién de las
sediciones, las intercepciones cubrir&n en la practics una cierta
drea. El mejor par de valores se cbhtienen cuando se minisizan los
valores de la scuacidn @

£ (Bn ).

{fexp) = n"(col:)

Ll. grafica b6, presenta las lineas del comportasiento para cada
una de las series tituladas, el punto comGn de interssccién
represanta @1 valor de la constante de equilibrio K y el valor del
cambio de entalpfa.
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9,4.2.2. ALDORITMO DE CALOULO PARA DETERNINAR AH

8.4.2.2.1. PROTONACION.

Con mimilitud a la titulacién phmétrica (226), se tiene el
recipiente de reaccién que contiene la solucién del ligando que se
considera comt una base libre, @l caso a tratar sara de una
ligando discido. Las dos protonaciones del ligando se pusden
representar mediante las ecuaciones:

L+ W — N + 8H,
WH + H e— LH-"+ &

AH]‘-AH —————p AH’

Para cada paso de titulacién se tiene:

f i 1 i
Q-0  =a ¢ om ow” ) AH + (om - on, )m..:) Ec. (3.4)

wn donde

~] 3 Calor intercaabiado.

Q Suma de las correcciones (posteriorsente
se trataran).

t Namero de moles de ligando presente.

t Grado de protonacién de cada especie
protonada.

corr

68i se tienet

* y 2+
- CLH ) y gm—fiH®")
ql + t ] * *

CL) ¢(HD CLH Y ¢ H )

entonces las constantes de protonacisn seran ¢

>
"’.. - q:(H ) —
1+ q‘(H ) + q‘q'(l-l)
\4
>, 2
o = qiqa (H )

2 1 4+ q,HH + q‘qt(H')'
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donde
iy f t Superindices refersntes a los puntos final &
inicial para cada pasa de titulacidn,
H‘ y H .t Formas wmonoprotonada y diprotonada del
ligando. .

La composicidén de la solucidén es gobernada por las ecuaciones @

Te= L) € 14q M + qlq'(H')') Ec. (5.3
TR = (L) ( q‘(N’) + 2q.q:(H')' + (H*) - x'uu’n Ec. (5.4)

donde
Tm & Molaridad total del scido
Te & Molaridad total del ligando.
Ko & Producto iénico del agua en
las condiciones sxperisentales.

Elin.lnando (L) de las ecuaciones (5.5) y (5.6) ¢

I ] * : |
q‘q:(H) + (¢ q‘qzt 2T Tu) + q‘) H )
- - M
+ ¢ q‘( T Tu' _quz) + 1 )(H)

- ¢ Ta+Kq, Y (H) = K., Ec. (S.7)

La titulaciéon, al utilizar un algoritso computacional, puede
consistir en dos puntos, uno sufi cisnte’ para evaluar la base
esencialmente en su forma sonoprotonada y la otra en su forasa
diprotonada. En la practica, varios puntos se toaan en cusnta para

aumentar el nuosero de valores. La eacuacién cuadraitica, ¢

bicuadratica en (H°)), se resuslve mediante el aétodo iterativo

de Newton. Esto emplea el concepto que la constante K, s  funcidén

de la concentracién de iones (H'), por lo qua se pusde suponer un

valor inicial para 1a concentracién de iones (H') medisnte la

acuacién?

(H) * = (H)~ £ (H) /74" C H )

€En donde #* ( (H') ), es la primera devivada de ¢ f) .

104



Con 10 anterior, si (H') es conocida, los valores para om, y as,
se calculan. Todo esto se alimenta a un prograsa de computadora el
cual procede de la siguiente forma:

- ENTRADA:

~Namero de puntos.

—-Suposicién de (H).

~Valores de Ti. y Tu para cada punto.
—Q,r Qe Kv' . .

- DEBARROLL Ot

El método iterativo de Newton genera sucesivamente los valores de
(H) ( inicialsmnte un valor (H) supuesto muy general hasta un
valor final que satiasfaga la ecuacién 5.7. El1 procedimiento se
detiene cuando dos sucesivos valores no tienen variacién en un
0.01 X.

~ BALIDA.

Reporta uwuna lista final de los valores (H’). wh, o, ow . 8i se
presenta un valor reportado de ()8} negativo, un incremento en 1la

suposicién del valor de (H') normal nente rectificari esto.
~ CORRECCI(NES.

De 1a ecuacién 5.4 es necesario conocer el valor de Gcorr. 81 M o8
la concentracién molar de cualquier especie en solucidn, entonces
]l término H¢ representa la entalpla molar aparente de esa
especie, @1 calor saedido es por tanto 2
EM 4 ¢ t EM i ¢ i

Y aplica la suma para todas las especies en solucién. E1  término
H¢ cambia con cada punto de titulacién porque 1los cospuestos se
forman o destruyen y también porque todas las especies se
diluyen.
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[ t [} ! i i i i
Hl'l.¢lzl-’0'"lll.¢lll.—"I¢ll——"l.¢l..
H'll:l."-"’ll.-ﬂll.

Existen tres consideraciones importantes que se deben tomsar en
cusnta para el términa Gcorr.

A) CALORES DE DILLICION DE LA BABE.

B) CALOR DE DILUCICN DEL ACIDO G0BRE EL TITULADD DENTRO DE LA
SOLUCION DEL RECIPIENTE DE REACCION.

61 se considera como B al namero de soles del scido M molar que
se encuentra en la hureta y V es el nGssro de moles del 4&cido Mv
molar que se encuentra libre (no atacado por la blsil Mv se
obtiene de la concentracién de iones HY del programa anterior ) en
el recipiente de reaccidn, entonces tenemos que cuando se agrega
@l 4cido de la hureta &! recipiente de reaccidén se obtiene B + ©
moles de 4&cido Me+w molar. 5i se considera como b a la
correccidn, entonces finalmente:

=M g tm 4 - ¢, Calorias
donde

¢ t Entalpia aparente molar relativa para el

4cido en las tres molaridades Me, Mv y Masv.

Existen tablas de valores ¢ reportados en la literatura (227).
C) CALOR DE FORMACION DEL AGUA.
Para cada paso an la titulacisn, el cambio en la concentracidn de
jones hidroxilos ¢ ADH ) se calcula de la concentracién inicial vy

final de iones H® y el conocisiento del producto iénico del sadio.

c = volumen en litros x (ACOH ) x 13,310 calorias.
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El calor de formacisn de agua de sus fonws a 25° Cy = 0.30

es 13,310 cal./qr. mol.

De aqui
Gcorr = b ~ c (calorfas)

La ®cuacidén (35.4) se pusde resolver para dos puntos de titulacisén
generando 1os valares para AHs y AM4,2.
5.4.2.3. SISTEMA METAL-LI8ANDO.

Adicionalsente a las constantes oms v oamz, tres valores de an
(n=1,2, o 3) necesitan calcularse.

(Kg.auKn) CL)"
2 a2
1K+ KK WD+ KKK D

an =

Kn = (Dl.") 4 (FI.."_‘) ({8

La composicién de la solucisén ahora estsa gobernada por las
ecuaciones (S.6) y (S5.8)1

TLow CLIC L +q, (H*) + q‘q’(H’)') + NTu  Ec.(5.8)

donde
2 ]
Kg (L) + 2KaKz (L) "+ 3IK1Kz2Ks (L) Ec. (3.9)

L 2 ]
1+ K )+ KK WP - KKK L

Para resoclvar (3.4) y (5.8) como ecuaciones simultineas en (L) vy
(H)t ae necesita el valor de N. Se presslecciona un valor para f5§
@] valor correspondiante a (L) se detersina sadiante las
acuaciones (5.9) y (H) de (5.6)) @1 valor Tu que se requiere para
la titulacién se calcula finalmente de la ecuacion (35.60).
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Este métado se aplica si una solucisn que contiene el ligando va
a ser titulada con una solucién del ién metalico. Por otro lado
cuando una solucidn gue contiene ambas soluciones ( ligando vy
metal ) se va a titular con un alkali o un &cido, las ecuaciones
se resuelven en el orden (5.9, (5.8) y (5.4).

El hecho de titular mediante una solucién del ién wmsetslico 1la
solucién del ligando, se debhe a que se puede trabajar con
soluciones concentradas del metal y o1 calor de dilucion de las
soluciones metalicas son menores respecto a las soluciones de
alkali o de ligandos.

Asi coao para determinar los valores de la etaga de protonacisn se
emplea un algoritemo computacional, asy{ también en esta etapa =e
puede hacer uso del procedisiento, que sn foraa general pressnta ¢

~ ENTRADA.

Ngmero de puntos
KKK 00 s TL, Ko Ny (L) aprox., (H') aprox., Cm por cada punto.

~ DEBARROLLG.

Se emplea un método iterativo para resolver la scuacién (3.9) para
(L), posteriormente (5.6) para tH"), y finalmente Tu se calcula
de la ecuacidén (5.8).

- SALIDA.

Valores finales de 19, (L), CRC a.l H"), Tm, Ca, o, ox para
cada valor n.

L.a ecuacisn que describe el cambio calorifico es similar a la
ecuacidn (S.4) descrita para la protonacions
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‘— qcﬂr'.
Ttt of = ot AN+ ¢ afy) - o tyan + ta
! 1 f ] 2 a 4,2 [ ]

t__t
oy )AH’..)

Ts 1 Nimero total de moles del asetal.
a @ irado de formacion del complejo nth.
AH'm $ Calor de formacion.

Gcorr 5w Obtiene de las correcciones posteriores, l1a expresion se
resuslve para tres puntos de la titulacién, el raporte ganera los
valores de AH‘. AH'. 1's AH..

- CORRECCIONES

s como para la etapa de protonacién, las correcciones deben
considerar todos los casbiosn en M vy ¢.

A EL CALOR DE DILLCION.

Para @l caso del ligando y fuerza isénica, casi éste a8
despreciable dado que el cambio de volumen Bs smuy pequefio. '

®) CALOR DE DILUCION DE SOLUCIONES METALICAS.
La sntalpia relativa wsolar se dehe a aquellos perclorstos
satilicos concentrados. Estos parimetros se detersinan msediante
las siquientes ecuacionws para sl caso de Cu(ClO«)az y Ni(C104)2 2

¢ ®n 1.823 M- Cu(Clo,), = 186 cal/mol.

¢ wn 2.975 M- NitCl0)e = 1960 cal/mol.
La correccién debida el término b, se obtiene de la scuacions

b= (moles de la solucién metalica agregadal) x (¢ )

donde ¢ depende de la molaridad del perclorato.
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C) EL CALOR DE FORMACION DEL AGUA.

S calcula en base de la concentracion de los iones hidrégano.
D) EL CALOR DE DESPROTONACION DEL. LYGANDO.

Este parimetro puede considerarse cosc una cospleata desprotonacion

de todo ®) ligando que se enlaza con wl ién setslico . Correccion
d,

d= T T- m 'Y x Cvel L oditros) x € am b aH)
+ ¢ omt M) = (T - m ' Ty % (vol. litroms x
| B § ro f
(au‘ oH ) AH’ + (a.-: o, 3 AH‘.'
En la expresién, T. - £ 'Tu 'os dwspreciable para ligandos

que presentan un acomplejasiento moderadasente fuerte, no asi para
1igandos con acomplejamsiento débil. Finalaente,

Reorr = - b — £ + d calorias.
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CAPITULD VI
6.0, POBIBLESR APLICACIONES.

&.1. ABPECTOS MEDICOS.

Existen dos grandes grupos en los que puede encontrar aplicacién
los estudios al respecto de las interacciones entre los iones
metilicos y los aminoacidos, péptidos y proteinas. El1 primer
grupo y que no es interés fundamental de este trabajo, pero que
sin embargo se menciona , dada su iaportancia desde @1 punto de
vista humano y que tiene gran interés en el campo wmsédico o
clinico.

La coordinacisn de iones metslicos pueden afectar la wmayoria de
los procesos y actividades de un sistemsa biolsgico. Los =fectos
(farmacolsgicos o médicos) de 1os compuestos bioactivos se pusden
entender, por lo tanto, soulasente si las interacciones quiasicas
sa toman en cuenta.

Las efectos de la formacisn de complejos metilicos se emplean en
la practica farmacéutica. La formacisn de tales cospuestos puede
dificultar la descomposicisn enzimitica de los péptidos. Este
efecto se pone en usp al emplear iones setdlicos en los procesos
de purificacién de proteinas.

La interaccidn de los fones metslicos c.on los Acidos nucleicos han
mostrado interferencia en la transformacién de la inforsacion
genética, permitiendo la preparacién de drogas anticarcinogénicas,
por mjemplo (229, 230) los compuestos de platino.

El efecto de la interaccion de los lones wmatAlicos sobre la
estabilidad quimica de moléculas orghnicas puaden proscover la
produccién de preparaciones farmacéuticas sstables. Los alcaloides
bis—indole anticarcinogénicos (vincristina, vinblastina etc.), por
ejemplo, son auy sensitivos a la descompasicién hidrolitica. Las
drogas que contienen estos alcaloides fusron por lo tanto
comercialmente posibles solamente en cApsulas.
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€l compuesto tenta que ser disuelto en una soluciéon estéril
isoténica acuosa justasente antes de su aplicacion. La
investigacitn quimica acerca de las intecacciones han mostrado que
tanto los compuestos de zinc y aan los del calcio para estas
drogas, han mastrado estabilidad por varios alfos wn soluciones
acuosas. Esto hace posible i1a praparacién de soluciaones
inyectables de vincristina (231).

lLa interaccion metalica en los compuestos biocactivos puede
presentar influencia sobre la toxicidad de las wsoléculas.
Algunos complejos wmet&licos de algunas drogas antisalarias
presentan menos toxicidad que el compuesto orgdnico original, paro
tienen la misma actividad farmacolégica ~médica (232,232a).

ta formacidn de compleios aetalicos ha mostrado tener influencia
sobre la actividad farmacolégica de los compuestos orginicos que
se emplean cono drogas.  Como un ejemplo 3@ encuentran los .
complejos derivados de cobre del 4cido salicilico que tienen
efectos mis considerables antipiréticos que aguellos coapuwstos
orginicos libres de interaccién metilica (233). A su vez los
compl @ jos combinados de magnesio con teafilina y Acido salictlico
timne un efecto antiinflamatorio y- antipirético aas pronunciado
que 108 compuestos orginicos solos (234).

Las interacciones de los iones metilicos se pueden utilizar
tanbién con propésitos de sintesis. Esto se pusde ejeaplificar
mediante el uso de las iones metilicos como grupos activadores o
protectores en la sintesis guimica de los Acidos nucleicos ( 230).
Algunos iones metalicos son vitales para los procesos bialogicos
t(fierro, zinc, manganeso, etc. ). La resaccién de catadlisis de
enzimas que envuelven constituyentes de 4scidos nucleicos, por
!}e«plo espleando nuclestidos coao coenziaas, requiesran 1a
presencia de iones metaAlicos ¢ 235, 235 ). Los procesos de
coordinacién de los iones setiAlicos juegan un papel suy iaportante
en la catAlisis de los di ferentes scidos—hases y procesos radox en
los sistemas biolégicos. Esto se demuestra por el papel que jusgan
las metaloenzimas in vivo, en otros casos, los iones wsetilicos
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que causan enferasdades se tienen que resaver de los organiseos
vivos. En ambos casos, l1os iones son transportados a travées de las
mewbranas bioldgicas. Debido & que los iones wewtdlicos son
fusrtemante hidrofilicos por su carga, y las bionesbranas
hidrofsbicas} 1los iones metdlicos pasan a travées de astas
sesbranas solamsente an su forma caaspleja hidrofébica. Es ejemplo
el fierro en ciertas droqas, Y que Se emplea en casos de terapias
por deficiencia de éste. .

La importancia de los compuestos metilicos en procesus biolégicaos
se refleja en las investigaciones clinicas. Se ha encontrado una
corelacién, entre la concentracisn del idn smetalico {( trazas) vy
los factores de riesgo que pressntan ciertas anfersedades
cardiovasculares ( 2X7). La investigacisn de los tejidos husanos
revelé la coordinacién de los iones metalicas.

8.2. ASPECTOS FISICOQUIMICOS.

El segundo grupo, surge por la necesidad de un conocimiento
detallado de la composicién, estructuras, y estabilidades de los
coaplejos metilicas de los diferentes tipos de cospuestos que se
pusden formar. Los estudios sobre la coordinacién quimica de
sacronol écul as activas tal como polipeptidos, protefnas,
carbohidratos, etc., son por 10 tanto de importancia desde el
punto de vista fisicoquimico (228), 1 requieren de una
caracterizacion a traws de 1los aspectos energéticos. Esto se
lleva a cabo sediante la evaluacién de la energia libre de @Gibbs
(AG"'). debido a que determina la direccién de cualquier cambio en
@l equilibrio de los sistesas ya mencionados. La aedicisn de las
constantes de estabilidad de los complejos que - se forman sirven
para contribuir & dicha interpretacién como se analiza en el
apéndice 3.
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CAPITULD VIX

El ssquesa de trabajo que se presents, es tan solo un panorasa suy
general de aspectos e intereses de un namero considerable de
investigadores, psro que concretizan en un punto comin 1 canacer
cada vez mis acerca de la naturaleza e iaplicaciones de las
intevracciones wntre los di versos iones "nuut:on Yy las
biomoléculas, ¥ que a pesar de que se han venido estudiando desde

hace muchas décadas, todavia existe saterial por investigar.

Actualeente ese interés por entender los rasgos caracteristicos
que definen a cada uno de los diferentes sistamas de interaccién,
presentan gran influerncia en las 4&reas médicas y farmacéuticas
-antre otras—, debido a la amplia gama de las aplicaciones que
pueden surgir de tales investigaciones. Pero, para poder llsvar a
cabo el estudio y andlisis de dichos sistemas y probar su
potencialidad de 1la medicién de aplicacién, ss requisre del
soporte experiaental'a través de sus propiedades fundasental es

rapresentadas aedi ante sus parametros fisicoquimicos.

Para cada valor reportado en la litevatura (ej. constantes de
protonacién y de estabilidad ) existen algunos puntas que son  asuy

isportantes de resarcar y qua le sirven de base y confiabilidad ¢

- E1 tratamiento experissntal a lo largo del tisnpo, ha exigido el

utilizar el equipo y la instrusentacién del sayor adelanto
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tecnolégico de acuerdo a la época en que se realizé la

investigaciong afortunadamente, en este tieapo s@ cusnta con

un
sorprendente desarrollo en la electrénica o inforastica que se
expresa de forma viva en los equipas de trabajo, en los que un

investigador puede apoyarse para determinar las propisdades ( de
una manera ais sencilla y con ahorro en ®1 tiespo ) para

soportar 'os modelos oque se proponen.

-éste trabajo presentsd las bases t:cb'rjicas genarales y su
aplicacisn & las técnicas calorimétricas y potenciomstricasi 1la
importancia de presentar al senos estas dos técnicas radica an el
hecho de que por ambas, Se puede evaluar un msisso sistesa y
obtenar por dos caminos diferentes la inforsacién requerida (¢ no
indicando que son los ¢nicos que existen ). Esto sirve para la
comparacion de resultados con la subhsiquiente aceptacisn, rechazo,

o reestructuracidn del planteamiento del trabajo sxperisental.

Para definir un posible wsodelo de 1ntlrn:c16r;. es necesario
conocer 1o mejor posible cada uno de los elesantos que se ven
involucrados ¢ ej. naturaleza y pureza del i6n setilico, ligando y
reactivos en general )3 cuidar el desarrollo expsrisental en su
etapa preparatoria ( ®j. preparacién de las soluciones a
estudiar, santener fuerza i6nica, tesperatura del asbiante,
constantes, etc. ) y sequir con esa calidad de trabajo hasta el
finalj mantener el equipo calibrado adecuadamente, y auy
importanta t conocer el cosportamiento tanto del ién setilico en
estudio que puede tener en disoluciones acuosas, coso de la

posible forma de reacci onar por parte del ligando en .'l aisao
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sediol ambos somstidon a diferentes condiciones de trabajo ( ej.
afactos debidos al camhio en el valor de pH a lo largo de todo el
intervalo ) para predecir si pusde presentarse especi es metilicas
hidratadas o compl @ jos insolubles, que podri{ an alterar
considerablemente l1os valaores obtenidos para las interacciones

metal-ligando en investigacisn.

La caracteristica primordial en e] snlace de los iones wmatslicos
con los o-aminoAcidos, se lleva a cabo via grupos amino y
carboxilo terminales coma minimo. Por otro lado, éstos mantienen
una tendencia smuy aarcada hacia la foraacion de anillos de alta
estabilidad ¢ complejos quelatos ) dabido a que el enlace de este
tipo de sistemas generalaente es mis endrgico, respecto a un

anlace sencillo existente entre un ligando y =1 ion metalico.

La participacidn de los diferentes grupos fun:ionalis @n cada uno
de los a—aminoicidos representa una posibilidad de interaccién vy
ésta depende an gran wmadida de su localizacién dantro de la
biomolécula y de su fuerza de interaccién. E1 grupo OH en el
aminoAcido serina, la amida en asparagina, por ejemplo, son
capaces de interaccionar débilmente con la mayorfa de los iones
setslicos, esto dada la baja basicidad de cada grupo. En cashio,
l1a cisteina y la histidina presenta un tercer grupo donador de
fuerza y localizacién favorable en la forsacién de esnlaces muy

entables.

Ew evidente que con la participacién del amino terminal, .el

cercano carbonilo y el carbonilo terminal, las moléculas de
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péptidos pu..dm interaccionar con un namero considerable de iones
setslicoss; sin esbargn, estas interaccionss g.i\-rnl—nt. san
debiles y esto se puesde obhservar al cosparar las constantes ds
estabilidad tanto para un péptido como para un aainoscido (@j.
glicil-glicinato contra glicinato con Cu (I1) ) siendo para este

altimo mayores.

La coordinacisn de l1os snlaces en los péptidos es en parte una
funcion de 1a naturaleza de los iones metilicos, por ejesplo el Co
(I1I) y @1 Zn (II) inducen a la desprotonacién del grupo amsidas
pera tal grupo requiere de la presencia de un grupo de aaarre en
una posicidén quelatable relativa a dicho enlace, y es @@ grupo
amino terainal el ujn.r drupo de amsarre aen la msayoria de los
casos. En el caso de los metales alcalinos-térreos, la interaccién
con l1os péptidos presenta una situacién diferente debido a que sa
favorece la interaccidn con el grupo carboxilato respecto al asino

terminal.

Cabe resaltar que la determinacién de las interacciones con las
proteinas es suy cospleja, debido a la gran cantidad de grupos
funcionales que se pueden encontrar en cualquiera de ellas, peroc
de estos grupos, l1os grupos amino y carboxilos terainales pasan a
ser de menor ieportancia y su lugar lo tosan los grupos de eayor

relevancia t carboxilos, imidazol o sul fhidrilos.

Dentro de los efectos ais notables gue resultan de la interaccidén
de las proteinas con los iones msetslicos se tienmn 3 la
satabilidad, que aumenta generalsente con la presencia de éstos vy

s® chserva dado que dissinuye la posibilidad de desnaturalizacion
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de la proteina por calori adessts, la presencia de los iones puede
alterar la solubilidad de las proteinas y que pusde llegar & la

wﬂ;ipnacim de 1a misea o a generar un complejo insoluble,

€n 1o concerniente a la solubilidad, los intervalos en gQue se
sanejan las condiciones experisentales puaden dar origen a que se
prassnte una competencia sntre iones metilicos y low protones H'a
valares de pH &cidos, o bien, afectar -como ya se coments- con la

formacisn de iones hidratados a pH bAsicos.

Realizar este tipo de investigaciones no es nada f4cil, dado que
requiere de un enorne esfusrzo, apoyo, y de la infrasstructura,
adecuadaj y debo reconocer por ai parte, al daree cusnta de ello,
que existe gran calidad en el trabajo y en las personas

involucradas &n la investigacisén en nuestro pais, México.
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APENDICE S

ENERGIA LIBRE DE 61BBS.

El cambio de energla libre bajo unas condiciones dadas,
se sncuentran relacionadas mediante la ecuacién

AG y ag°

-3
AB = AG” + RT In k Ec. A.1

Aplicando el criterio de equilibria, A8 = O, & presién y
tesperatura constantes. De aqu{ que en tal estado la ecuacisn Al
quade ¢

©

AB" = - RT 1In k Ec. A.2

La ecuacidn A.2 relaciona directasente la constante de estabilidad
de equilibrio termodinAmico de 1a reaccién a una temperatura T
con @] cambjo de energia libre (AG™, para el sistema de reaccién
an estudio.

El valor de AG® que se calcula a partir de las constantes da
estabilidad es muy isportante; si a! valor de AS° es negstivo,
indica que el procesac es espontaneo, favoreaciendo 1a reaccién
directa, es decir, l1a formacién del complejo en estudio hasta
alcanzar el equilibrio. Por otro lado, si AG° de la reaccién es
positiva, la reaccién inversa se favorece hasta alcanzar [}
equilibrio y se 1impide la forsacisn del cosplejo.

Por consiguiente, e signo de AB® indica si la reaccién directa o
la inversa son espontsneass mientras que su sagnitud indica cuan
espontinea o no espontinea es la reaccisn.

Cuando AG® es grande y negativa, k es grande, lo0 que tndica que

después de haber alcanzado el equilibrio, el cociente entre

productos y reactivos es suy elevado.
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81 AG° es suy grande pero positivo, k es euy paquelta y en el
wquilibrio el cociente snterior es muy pequefo. Es decir, AB°
{ndica que tan lejos del equilibrio se encusntra una msezcla de
reaccién inicial y st la reaccién se direccionars hacia la
{zquisrda o derecha para alcanzar el squilibrio.

VARIACISN DE LA CONBTANTE RESPECTO DE LA TEMPERATURA Y
ENTALPIA.

La magnitud de la constante de squilibrio p-runclco constante para
cierto valor de 7, y varia significativassnte resspacto a los

casbios de ésta.

gi s tisne mn consideracisn la ecuacién A.2 y despejamos In &k
se tinm ¢

in k = — A8°/ RT Ec A.3

derivando la ecuacién A.3 respecto a la tesperatura s

onk . _ 3 | oasVD)
T R oT Ec. A.4

Al tomsr ean cuenta la relacién s

8 was’T) .  _ _a
o ™

Y uf we sustituye en la ecuacisn A.4 ¢
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din k__ _ 1 AN
ar k| T Ec. .3

Por ser k y AS° independientes de

la prasion, las
darivadas, en un principio parciales,

= consideran totales.
La acuacisn A.5 define el coeficiente de tesperatura en funcién
del calor de reacciSn (casbio de entalpis solar ) af y
tesparatura. .

Se requiere conocer las valores de AH® respecto a los casbios de
tesperatura para inteqrar con exactitud la ecuacién anterior.
Pero si los intervalos de temperatura son paquafios, se pude
considerar que na hay variacién sn 1o que respacta al valaor de aH°
e inteqrarse 3

k2 an° Ts- T Ec. A.6
LU T [ ;lfl‘]

Los valores en 1o que respecta a los caasbios de entalplia de un
sistema especifico, se pusden obtanar al emplear el aétodo
caloriadétrico con resultados muy aceptables. Cuando se cusnta con
lon valores de AH® y K, puede calcularsa Kz a Tz} y finalasnte
este valor s® utiliza para evaluar la enargia libre de Gibbs molar
a ena temperatura nueva (T2) para o] sistesa en estudio.

8} se busca determinar AH° v se cuenta con los valores de las

constantes de estahilidad y sus tesperaturas correspondientes, se
pude calcul ar graficamsents si s= tiens la ecuacisn f

AH®
= — dT
dinK R
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Inteqrando

InkK = —e’_f
o v C €. A7

Al conacer un valor de K, a una tesperatura dada y sustituirlos en

1a scuacién A.7, para una reaccisén cualquisra, ue cbtiene 1
constante de integracisn C. .

Respecto a esta ecuacién, una grafica In K cantra el inverso de 1a

tesparatura (1/7) debe ser una linea recta ton pandiente {gusl
-(aH®/R), deduciendo de esta expresién el
entalpta (AH%).

a
valor del cambio de

ENTROPIA .

El valor de los cashios de entropia solar se pusdan calcular a
partir de la ecuacison .

(-]

48° = aH® ~ TaAS° €Ec. A.0

de donde s® despeja AS5° 3
aAH® - ag°
T

A8° =

Ec. A.9

CAPACIDAD CALORTFICA.

La dependenci a de la teaparaturs [ ] pusde deterainar
mperissntalssnte sediante la evaluacién calarimstrica de la
capacidad calorifica del sistema en estudio en el rango  .de
tesperatura de interés. Dado que 1a exparissntacion procade a
presion constante, ss tiane la acuacién A.10

. A0
Co = ou] Ec. A
oT p
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su vez sepuede avaluar la entalpia si se integra la funcidn

a
de 18 capacidad calarifica quedando ¢
HIT) ] Y
- Cp (T) d7 +
o H(To) Ee. A 42
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