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RESUMEN

Nohemi Garza Rodriguez Fecha de Graduacion: Enero 2008
Universidad Autonoma de Nuevo Leon
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: Estudio del comportamiento de diversos iones metalicos
en reacciones de complejamiento con aminoacidos
presentes en productos de consumo humano.

Numero de paginas: 55 Candidato para el grado de Maestria
en Ciencias con Orientacion en
Quimica Analitica

Area de Estudio: Quimica Analitica

Proposito y Método de Estudio: En este trabajo se estudio la interaccion de glicina y
fenilalanina considerados como aminodcidos esenciales con los iones Cu(II), Ni(II)
y Zn(Il), con el proposito de estudiar la potencialidad de estos compuestos como
ligantes y conocer la selectividad de los mismo hacia los iones metalicos
mencionados. El estudio completo estd compuesto de dos partes, la primera es un
estudio por técnicas espectroscopicas y la segunda un estudio por modelado
molecular. Por este ultimo, se logrdé determinar la relacion metal-ligante de los
complejos sintetizados, estos resultados concuerdan con los obtenidos del analisis
espectroscopico. Los compuestos fueron caracterizados por las técnicas de analisis
elemental, espectroscopia Uv-Vis, FT-IR y resonancia magnética nuclear. Los
estudios de selectividad se llevaron a cabo por absorcion atémica, con lo cual se
pudo establecer la afinidad de ambos ligantes por los iones metélicos en estudio.

Contribuciones y conclusiones: Los resultados obtenidos de la caracterizacion por UV-
Vis, IR, "H NMR y anélisis elemental mostraron congruencia con las estructuras
propuestas para cada uno de los compuestos sintetizados. Asimismo los resultados
obtenidos por el estudio de modelado molecular avalan los mismos. La relacion
metal-ligante se determind como ML, para todos los complejos obenidos, en el
caso del Ni(II) presenta dos moléculas de agua dentro de la esfera de coordinacion.
Los estudios de selectividad realizados establecieron las preferencias del ligante
hacia los diferentes iones en el siguiente orden Ni(Il) > Cu(ll) > Zn(II). La
principal contribucién de este trabajo es enriquecer el conocimiento teodrico del
comportamiento de estos aminoacidos y los iones Zn(II) y Ni(Il), de los cuales no
hay estudios reportados a la fecha, ademads, sienta las bases para un estudio
quimico-biologico.

FIRMA DEL ASESOR:
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Origen e importancia de los iones metalicos y los aminoacidos

La Quimica Inorganica ha tenido un gran desarrollo intelectual en los
ultimos afios principalmente en su interrelacion con otras disciplinas como la
organica y la biologia. Hay cada vez mayor conciencia de la importancia que
tienen los elementos inorganicos en los procesos biolégicos. Algunos metales
como Zn(ll), Cu(ll), Ni(ll), Hg(ll), Ca(ll) y Mg(ll), son comunmente encontrados
en organismos vivos y juegan un papel muy importante en las actividades
enzimaticas. Un estudio sistematico de la quimica de coordinacién de complejos
bio-inorganicos con centros metdlicos es esencial para entender claramente el

rol de estos metales en algunos procesos bioquimicos.

El Cu(ll), Ni(ll) y Zn(ll) presentan un sistema d°, d® y d'° respectivamente,
son iones metalicos correspondientes a la primera serie de transicion y se

caracterizan en general por formar complejos estables con ligantes del tipo



oxaaza, como se pudieran considerar a los aminoacidos. Los ligantes del tipo
oxaaza son aquellos que poseen en su estructura atomos de oxigeno y

nitrogeno capaces de coordinar a iones metalicos.

En muchas de las metaloproteinas, el metal se encuentra frecuentemente
enlazado a varios aminoacidos, principales determinantes de las estructuras de
las proteinas. Para entender la naturaleza enlazante del aminoacido hacia el
metal, como atomo central, es necesario estudiar los principios de la quimica de

coordinacion y las caracteristicas estructurales de estos aminoacidos.

Un aminoacido puede ser definido como un compuesto quimico el cual
posee al menos dos grupos ionizables amino y carboxilico, por lo que se les
considera ligantes “zwitterions” biolégicamente importantes; existen como
a-aminoacidos y se consideran 20 los basicos que de manera natural se
encuentran formando proteinas. En la Figura 1 se muestra la estructura tipo de

estos a-aminoacidos.

H

| /{.-]'
H,N - 2C - +::*<

| OH

K

Figura 1. Estructura base de un a-aminoacido.



Debido a su estructura, los aminoacidos se pueden considerar como
ligantes naturales en donde el oxigeno y el nitrdgeno actuan como posibles
puntos de enlace con iones metdlicos para formar los complejos

correspondientes.

Existen variaciones en la configuracién del grupo R, incluyendo la longitud
de la cadena alquilica, insercién de anillos aromaticos e inserciéon de grupos
funcionales; y son clasificados en 4 grupos debido a la naturaleza del mismo

grupo R en: acidos, basicos, hidrofilicos (polares) e hidrofébicos (no polares).

Los aminoacidos son las estructuras basicas en la formacién de proteinas;
forman pequefas cadenas de polimero llamadas péptidos o polipéptidos que

son las que conforman las proteinas.

De los 20 aminoacidos que se consideran basicos algunos son
clasificados como aminoacidos esenciales porque no pueden ser sintetizados
por reacciones quimicas por el cuerpo a partir de otros compuestos, dado el
caso, estos aminoacidos deben ser ingeridos a través de los alimentos. Los
aminoacidos esenciales son: lisina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina,

treonina, triptofano, valina, histidina y arginina.

Las fuentes ricas en aminoacidos son: alimentos de origen animal, como

carne de res o de aves de corral, pescado, huevos y productos lacteos.



En la Tabla | se muestran los 20 aminoacidos considerados basicos.

TABLAI

AMINOACIDOS BASICOS

H H H H H
I ] I 9] I o I o I o
H,I* -oC - c’f\é H,N* -=C - cj% H,M* - - c‘f\é H,M* - - cj% H,M* -oC - c’f\é
I 0 | ‘0 | ‘0 | ‘0 | ‘0
(CHy)s CH, CH, CH, CH,
I I
NH CH, INI
I I H
C=NH, C=0
I | OH
MNH, MH, Fenilalanina Tirosina Triptofano
Arginina Glutamina (Phe) (Tyr) (Trp)
Ar GIn
(Arg) (GIn) 0 q 0
H | 0 I o | 0
| 0 H H,M* -=C -Cf_é H3N+-mC-cfé H3N+-°°C-C<E'
HoN* -oC - Cla | 0 | ‘0 | 0 | 0
(| : O | HyM* -‘IE|3 -ce CH, — '\ TCH, CH,
CH,), a] HM H I
I H , ~F OH
MH Glicina Alanina Histidina Serina
Lisina - (Gly) (Ala) (His) (Ser)
(Lys) H H H H
H, I o I o I ;D I 0
e H3N+-°=C-c§e H3N+-°°c-cf§ H,M* -oC —Ci&f_} H3N+-°=C-cf?
. C/ ey | 0 | a] | o] | 0
2 ? A CH, CH, H-C-0OH CH,
-y I I I I
HN* 250 - O
: o CH, COCH CH, 5H
Prolina |
(Pro) COOH
0 Acido glutamico Acido aspartico Treonina Cisteina
| 5 (Glu) (Asp) (Thr) (Cys)
H,N* -2 C<G H H H H
| © |0 | 0 |0 e
CH, HyN*-oC-Co R HyN* -oC - Cls H,N* -oC - Cle
! | 8] | 0 | 0 | 0
leHz CH, CH, HC-CH, CH
! | | | ch, o,
CH C=0 CH,
| CH \CH | |
CH3 3 3 HMH- CH.
Metionina Leucina Asparginina Isoleucina Valina
(Met) (Leu) (Asn) (lle) (Val)




1.2 Propiedades fisicas y quimicas de los aminoacidos

Los aminoacidos son mas solubles en agua que en otros disolventes
menos polares. Cuando se aplica calor sobre ellos, el proceso que tiene lugar
es la descomposicion, esto ocurre para la fenilalanina y glicina a temperaturas
mayores a 200°C. Todos los aminoacidos, comunes componentes de

proteinas, son solidos cristalinos blancos, estables a temperatura ambiente.

Los aminoacidos existen en disolucion acuosa en su estado de sal interna
a pH neutro; por ejemplo, la glicina puede ser representada como lo muestra la

Figura 2.

H
| o
s
HyN' -oC - Ci2
| 0
H

Figura 2. a-aminoacido en forma de sal interna.

El grupo carboxilico de aminoacidos tiene un caracter mas acido que el
grupo carboxilico de su equivalente acido alifatico ya que la presencia del grupo
a-amino acentua el caracter acido del grupo carboxilico. Esto los hace ser
considerados, actualmente, como ligantes potenciales para el atrapamiento de

sales.



1.2.1 Fenilalanina

Masa molecular = 169.15 g/mol
Férmula quimica = CgH{{NO;

Estructura =

Schulze y Barbieri en 1879 obtuvieron este aminoacido de las proteinas de
las plantas al ser hidrolizadas'. Ademas, Erlenmeyer y Lipp, al sintetizar
fenilalanina en 1882, establecieron la identidad de los aminoacidos sintéticos y

naturales®.

La fenilalanina es uno de los aminoacidos esenciales, en el cerebro se
utiliza para producir norepinefrina®, que ayuda al organismo a estar alerta,
reduce la ansiedad por hambre, funciona como antidepresivo’ y ayuda a
mantener la memoria, se encuentra altamente concentrada en el cerebro y el
plasma®. Ademas, la fenilalanina se convierte a tirosina, mediante una hidrélisis

en el cuerpo®.



La fenilalanina es de especial interés para este estudio, ya que se
encuentra en el aspartame, el cual esta presente en productos tan conocidos y
consumidos en nuestro pais como lo son los refrescos de cola y en muchos
productos dietéticos que en nuestra region se consumen en gran cantidad, una
dieta normal no debe exceder de 250-500 mg de fenilanalina por dia. Algunos
metales pudieran incorporarse en la estructura de este aminoacido y formar
complejos estables pudiendo llegar a ser toxicos o bien, promover disfunciones

corporales.

1.2.2 Glicina

Masa molecular = 75.07 g/mol
Férmula quimica = C,;Hs5NO,

Estructura =

La glicina es el aminoacido mas simple y fue el primero en ser aislado. En
1820, Braconnot obtuvo glicina de acido sulfurico hidrolizado de colageno y not6
el sabor dulce de este aminoacido’. Posteriormente, el aztcar de gelatina que

obtuvo Braconnot fue nombrado glicocola y después glicina.



La glicina esta presente en proporcion considerable en el colageno y en
muchas otras proteinas®. Realiza varias funciones, entre las que se encuentran
la formacién del acido biliar al combinarse con el acido clorhidrico y forma parte

integral en la sintesis de la creatina®.

Este aminoacido es esencial para la biosintesis de acidos nucléicos asi
como de acidos biliares, porfirinas y otros aminoacidos. En relacion molar la
glicina es la segunda mas encontrada en los aminoacidos presentes en
proteinas y enzimas. Incluso tiene la habilidad de inhibir las sefales

neurotransmisoras en el Sistema Nervioso Central®.

Ademas, la glicina es el unico aminoacido donde el grupo R (ver Figura 1)
es un hidrégeno, por tanto es el unico que no presenta isomerismo y por ende

no es opticamente activo.

La capacidad de los aminoacidos de formar complejos metalicos se puso
de manifiesto en la preparacion del complejo de sal de cobre con leucina que
fue el primero en ser preparado en 1854 por Gdssmann®. Similares fueron
subsecuentemente desarrollados por Hofmeister in 1877 y Werner en 1891°,
pero fue hasta 1904 y 1909 cuando Ley puso marcada atencion a las
propiedades fisicas y quimicas de los complejos metalicos de glicina y otros
aminoacidos, fue entonces cuando se empezaron a desarrollar estudios de

complejamiento®.



En el presente trabajo se desarrolla el estudio tedrico — practico de dos

aminoacidos basicos con diversos iones metalicos tipo M(ll).
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1.3 Hipotesis

De acuerdo a las caracteristicas estructurales de los aminoacidos estos
pueden comportarse como ligantes e interactuar con los iones metalicos a

través de sus grupos donantes amino y oxhidrilo.

1.4 Objetivo General

ESTUDIAR LAS INTERACCIONES DE LOS IONES METALICOS Cu(ll),
Ni(ll) y Zn(ll) CON LOS AMINOACIDOS GLICINA Y FENILALANINA
MEDIANTE REACCIONES DE COMPLEJAMIENTO Y SELECTIVIDAD, Y POR

MODELADO MOLECULAR.

1.5 Objetivos Especificos

1. Sintetizar y caracterizar los complejos metalicos de Cu(ll), Ni(ll) y Zn(ll)
con glicina y fenilalanina.

2. Realizar un estudio tedrico de modelado molecular de la interaccion de
iones metalicos con glicina y fenilalanina.

3. Efectuar estudios experimentales de la selectividad de los ligantes glicina

y fenilalanina con los iones metalicos en estudio.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

El estudio de los aminoacidos es importante ya que éstos participan en
funciones intracelulares de organismos vivos tan relevantes como: la
transmision nerviosa, la regulacién del desarrollo celular y en la biosintesis de

porfirinas, purinas, pirimidinas y de urea.

Los iones metalicos juegan papeles claves en procesos vitales como el
transporte y consumo de oxigeno, la absorcién y conservacion de energia solar,
en la catalisis enzimatica, entre otras. De ahi el interés en estudiar las

interacciones que se puedan dar entre estos iones y los aminoacidos.

El presente trabajo se basa en la formacion de complejos metalicos de
aminoacidos, los cuales presentan actividad en tejidos biolégicos como el
cromo (lll) y el calcio, lo cual queda asentado en el trabajo que desarrollo Ned

Jensen a finales de la década de 1970°.
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Ademas del trabajo de Jensen, otros investigadores han desarrollado
estudios de complejamiento de metales con diferentes aminoacidos, algunos de

ellos han servido como base al desarrollo de este trabajo.

Por ejemplo, el trabajo realizado por Ozutsumi, et al. en las ultimas 2

décadas” & ©

10 presenta la interaccion de iones metalicos tipo M(Il) con
aminoacidos, en especifico con la glicina, que consideran un aminoacido de
interés e importancia por ser la unidad basica de formacion de las proteinas, el

estudio lo realizan en estado sélido por difraccion de rayos X de monocristal.

Los iones metalicos estudiados en el trabajo de Ozutsumi, et al. estan
presentes como catalizadores en reacciones diversas y podrian jugar papeles

en reacciones bioquimicas.

Cabe hacer notar que en los diversos articulos de Ozutsumi, et.al. parten,
para sintetizar el mono y tris(glicinato), de los correspondientes M(ll) de
complejos del aminoacido y no del aminoacido y la sal del metal como se

realiza en este trabajo.

Ozutsumi concluye en que en los casos del Zn(ll) y Ni(ll) los complejos
mono Yy tris (glicinato) tienen dos moléculas de agua unidas al metal central para

completar la estructura octaédrica.
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Ademas del trabajo de Ozutsumi, et al. y Jensen, existen otros trabajos
relacionados con el estudio de aminoacidos con metales, los cuales se enlistan

en la Tabla Il.
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TABLAII

ANTECEDENTES RELATIVOS AL PRESENTE TRABAJO

Referencia

bibliografica

Investigacion

2001

11

Buscaron la manera de evitar la precipitaciéon de especies
polinucleares observadas en disolucién acuosa en el
equilibrio de complejamiento de derivados acidos de

fenilalanina y triptéfano.

1999

12

Estudiaron el comportamiento de los complejos formados
por cadmio con &cido félico y con cisteina, y ademas, como
el comportamiento de este ultimo aminoacido en un

electrodo de mercurio estatico.

1999

Prepararon el mono y di-aducto de CdCl, y glicina, lo
caracterizaron por IR, termogravimetria y calorimetria
diferencial de barrido, y a través de estos analisis

determinaron los sitios de coordinacion de los complejos.

1983

13

Sintetizaron y caracterizaron complejos de cloro y cromo (Il)
con cisteina y penicilamina, haciendo provecho de sus
caracteristicas vibracionales, electro y espectromagnéticas;
reportando ademas las fuerzas relativas de los sitios de

enlace.

1983

14

Estudiaron la estabilidad de complejos ternarios de Cr(lll)
con glicina como ligante primario y acido masonico, maléico

y succinico como ligantes secundarios.
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En este trabajo se realizan estudios en solucion de la interaccion de la
glicina y fenilalanina con diversos iones metalicos. La glicina se escogié como
sistema modelo para establecer las condiciones de reaccion ya que es el
aminoacido mas simple y mejor estudiado. Ademas, se utilizé la fenilalanina,
aminoacido presente en la mayoria de los productos dietéticos de consumo
diario del cual, después de hacer un estudio del arte, no se encontraron

estudios relacionados con la interaccion del mismo con iones metalicos.

Este trabajo sirve como punto de partida para el desarrollo de un estudio
quimico-biolégico mas profundo, donde se cuantifiquen los efectos sobre los
organismos vivos, el consumo excesivo de los aminoacidos en cuestion estando

presentes en el medio los metales del tipo M(II).
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

3.1 Reactivos

Los reactivos utilizados fueron grado analitico marca Sigma-Aldrich (QP) y
a continuacion se enlistan:

e Glicina

e Fenilalanina

e Alcohol etilico al 95% v/v

e Acido acético concentrado
e n-Butanol

e Ninhidrina

e Bromuro de potasio

e Agua deuterada

e Acido nitrico concentrado

e Oxido de zinc (Il)

e Acetato de cobre (lI)
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e Acetato de niquel (Il)
e Cloruro de cobre (ll)
e Cloruro de niquel (lI)
e Cloruro de zinc (1)

e Agua destilada

3.2 Equipos y materiales

e Espectrémetro de Infrarrojo Nicolet 5PC

e Espectrémetro de RMN de protén Broker ACF-250

o Espectréometro AA GBC Scientific 932 AA

e Espectrémetro Uv-Vis GBC Mod. Cintra 5

e Analizador organico elemental CHNS/O Perkin Elmer Inst. Serie || 2400
e Papel cromatografico silica-gel

e Material de vidrio

3.3 Trabajo experimental

El estudio de la interaccion de los aminoacidos glicina y fenilalanina con

los iones seleccionados: Cu(ll), Ni(ll) y Zn(ll), se Illevd a cabo
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experimentalmente mediante una reaccion directa utilizando como medio de

reaccion una mezcla de agua — alcohol etilico al 95% vi/v.

Los compuestos obtenidos experimentalmente fueron analizados por

técnicas espectroscopicas comunes: UV-Vis, IR, RMN.

Ademas, se realizd un estudio tedrico basado en los resultados
experimentales, del cual el ion zinc podria proporcionar las bases para sugerir
el comportamiento de otros iones del mismo grupo, como los iones cadmio y
mercurio que son considerados altamente toxicos y riesgosos para manejarlos

experimentalmente.

El trabajo tedrico se llevo a cabo mediante el estudio de las interacciones
metal-aminoacido por modelado molecular via computacional. Se pudieron
establecer modelos estructurales de los compuestos basados en los datos
obtenidos mediante el Hamiltoniano semiempirico PM3(tm), llevandose a cabo
la optimizacion geométrica completa en fase gaseosa considerando también

efectos de disolvente para simular las condiciones estudiadas en el laboratorio.

En la siguiente seccion se describe con detalle el trabajo experimental y

posteriormente se explica la parte tedrica.
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3.3.1 Formacion de los complejos

Para la obtencién de los complejos inicialmente se utilizaron las sales de
cloruro de los metales en cuestion, no fue posible aislar los productos debido a
que se observo un cambio de pH en el medio de reaccién, el cual se debid a la
presencia de los iones metalicos que interactuan con los heteroatomos evitando
que los iones hidrégeno procedentes del grupo acido protonen la amina,

quedando éstos libres en el medio de reaccién.

De acuerdo a las investigaciones bibliograficas continuas, se pudo
establecer un cambio de anion para las sales, como se presenta en el trabajo
de O'Brien"™ Considerando que los aminoacidos en disolucién acuosa, a un
pH neutro, se encontraban en su forma protonada (ver Figura 1), se propuso
utilizar los acetatos de los metales, pues se pensé acertadamente que el ion

acetato catalizaria la incorporacion del ion metalico a la esfera de coordinacion.

Los complejos de glicina y fenilalanina se obtuvieron por reaccion directa
con agitacion y calentamiento mezclandose en relacion 2:1 moles de
aminoacido y cada ion metdlico en estudio respectivamente: Cu(ll), Ni(ll) y

Zn(Il).

Los complejos de Ni(ll) y Cu(ll) con la glicina se obtuvieron como sélidos

de color azul en diferentes tonalidades, en el caso del Zn(ll) se obtuvo un sélido
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color blanco. En el caso de la fenilalanina, los sélidos obtenidos fueron también

de color azul.

El procedimiento que se sigue para la formacion de los complejos de

glicina se muestra a continuacion:

Disolucion A

Pesar en balanza analitica 0.022 moles de la sal de cada uno de los
metales, agregar 40mL de agua destilada a temperatura entre 40 y 60°C, agitar
hasta disolucion completa. Posteriormente, agregar 40mL de alcohol etilico al

95% vl/v.

Disolucion B
Para preparar la disolucion del aminoacido, pesar en balanza analitica
0.04 moles del aminoacido y agregar 40mL de agua destilada caliente a

temperatura entre 40 y 60°C.

Mezclar las disoluciones A y B en un solo vaso de precipitado con
agitacion constante y manteniendo la temperatura en el rango ya mencionado.
Una vez que la disolucion preparada se enfria, se precipita un soélido, el cual se
filtra a vacio. El sdlido se seca y se guarda en un frasco de vidrio para su

posterior analisis.
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Para el caso de la preparacion de los complejos de fenilalanina, el

procedimiento que se siguié fue analogo.

Se procedié a realizar las reacciones de complejamiento tal como se
indica en el procedimiento. Los complejos de cobre y niquel se formaron al
enfriar el sistema sin cambio apreciable en el pH. Con respecto al ion zinc no
se observé la formaciéon de sodlido por lo que se propuso utilizar ZnO

exitosamente.

El curso de la reaccién se siguio por cromatografia en capa fina la cual fue
hecha utilizando como disolvente agua:acido acético:n-butanol (1:1:4) y como
revelador ninhidrina en acetona (disolucion al 1%). Para que se pudiera revelar
correctamente la placa debia ser secada con aire caliente e iluminada con luz

UV, se obtuvieron placas como la mostrada en la Figura 3.
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Figura 3. Cromatografia en capa fina para M(ll)-glicina

Para la identificacién y caracterizacién de los productos obtenidos nos
apoyamos en las técnicas Uv-Vis, IR, '"H RMN y microanalsis como se describe

a continuacion.
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3.3.2 Identificaciéon y caracterizacién

La identificacidon y caracterizacion de los compuestos se realiza sobre la
base de sus espectros de UV-Vis, IR, RMN y microanalisis, apoyados en la

cromatografia en capa fina para el seguimiento de las reacciones.

La cromatografia en capa fina nos sirvid6 para determinar el niumero de

compuestos obtenidos y la posible presencia de aminoacido sin reaccionar.

Los espectros electronicos de absorcion de los ligantes y complejos fueron
obtenidos en disolucidon utilizando como disolvente mezclas agua:alcohol en
diferentes proporciones: 1:1, 2:3, 3:2. Se hizo el barrido de 200 a 1100 nm
para obtener los espectros de cada uno de los compuestos que se utilizaron

para identificar la Amax.

Para el analisis estructural de los compuestos se obtuvieron los espectros
vibracionales IR los cuales fueron obtenidos en pastilla de KBr como base. Los
estudios de "H RMN se llevaron a cabo a temperatura de 25°C utilizando agua

deuterada, D,O, como disolvente en todos los casos.

Para determinar la selectividad de los iones metéalicos por los
aminoacidos glicina y fenilialanina se utilizé Absorcion Atémica, determinando el

% de metal unido al ligante.
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La caracterizacion de los compuestos se complementdé con el analisis
elemental de C, H y N gracias a la cooperacion de la Universidad de Santiago

de Compostela, Espafia.

3.3.3 Estudios por modelado molecular

Para realizar el modelado computacional nos auxiliamos del software
Spartan version 5.1, el cual proporcioné las herramientas para poder simular el
comportamiento de los iones Cu(ll), Ni(ll) y Zn(ll) frente a los aminoacidos
glicina y fenilalanina. Por el hamiltoniano semiempirico PM3(tm) que es una
herramienta de la mecanica cuantica para calcular los electrones de valencia en
los metales de transicién, se puede predecir el acomodo 6ptimo en la

coordinacion de los iones metalicos con los aminoacidos.

Lo primero que se hizo fue construir las moléculas de los complejos de
acuerdo a la estequiometria usada en los experimentos ML, y también en este
estudio se considero la estequiometria ML4. Una vez construida la molécula, se
realiza una optimacién geométrica, en la cual los atomos se acomodan para
obtener la estructura mas estable. Posteriormente, se determinaron las
energias totales de las especies. Estos datos se presentan en el capitulo 4

“‘Resultados y discusion”.
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3.3.4 Estudios de selectividad por AA

Los estudios de selectividad se realizaron una vez obtenidos los
complejos. Estos se filtraron y se lavaron con agua desionizada, el filtrado y las
aguas de lavado se acidificaron con HNO3; al 10% v/v, se midié la concentracion
del metal libre por Absorcién Atémica y por diferencia se calculd el % de metal

unido al ligante.

Para ese estudio se obtuvieron primeramente las curvas de calibracion
para los diferentes iones metalicos partiendo de un stock de 1000 ppm de cada

jon, como se muestra en la Tabla Ill.

TABLAII
CONCENTRACIONES EN ppm DE DISOLUCIONES PATRON PARA LAS

CURVAS DE CALIBRADO POR AA

PATRON Cu(ll) (mg/L) Ni(Il) (mg/L) Zn(Il) (mg/L)
A= 327.4 nm A =232.4 nm A =213.9nm

1 0.5 1.0 0.4

2 1.0 1.8 0.7

3 2.0 2.0 0.9

4 3.0 4.0 1.3

5 4.0 6.0 1.5

6 5.0 8.0 2.0
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez sintetizados los complejos de glicina y fenilalanina con los iones
metalicos Cu(ll), Ni(ll) y Zn(ll) siguiendo la metodologia indicada en el capitulo
anterior se realizaron los analisis espectroscopicos con el fin de identificar y
caracterizar las especies formadas. Los resultados nos llevaron a establecer la
relacion metal-ligando ML, en todos los complejos formados, resultado que fué

apoyado por el estudio de modelado molecular.

4.1 Analisis espectroscopico

En el analisis por UV-Vis, los espectros electronicos de absorcion de los
correspondientes complejos presentan bandas anchas provocadas por
transferencia de carga principalmente por los heteroatomos de los ligantes

hacia el metal, mostrando la flexibilidad conformacional de la estructura lo que
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sugiere la presencia de enlaces coordinados metal-heteroatomo '® ' 18: g

diferencia, si se presentan bandas angostas y claras indicarian rigidez de la
estructura debido a la posible presencia de enlace metal-carbono que no es
nuestro caso. En las Figuras 4 y 5 se muestran como ejemplo los espectros
electronicos de la sal de niquel(ll) antes y después de efectuar la reaccion de

complejamiento.
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Figura 4. Espectro de UV-Vis de sal de Ni(ll).

28



o

=

&

E
(36210 0.957) -
(cv8r9 TrECh kg

S oI
pie e L
LS d0eP 10
— o I — =) —

(65¥9°0 “0°Z8E)

el1oUBqIOSqy

Figura 5. Espectro de UV-Vis de Ni(ll)-fenilalanina.

300 350 400
Longitud de Onda

250

200

29



30

El espectro del complejo muestra un ensanchamiento de la banda R que
corresponde a la transicion n — ©* provocado por los cambios en el medio, al
coordinarse el ion metalico a los heteroatomos del ligante fenilalanina. Esta
banda, se observa a 382 nm; asi mismo se observa una region rica en picos
caracteristica de los anillos aromaticos. EI comportamiento del resto de las
especies complejas es muy similar al mostrado en la Figura 5. En la Tabla IV se

presentan las LA, - »+ para los complejos.

TABLA IV

LONGITUDES DE ONDA CORRESPONDIENTES A LA TRANSICION n — 7*

Especie An s
Cu(Il)Gly 470
Ni(I1)-Gly 430
Zn(I1)-Gly 270
Cu(ll)-Phe 510
Ni(Il)-Phe 382
Zn(1l)-Phe 290

El estudio que hace D’Angelo, et al.?, concuerda con estos resultados, ya
que ellos reportan estructuras tipo ML, donde el metal esta unido al aminoacido

a través de sus heteroatomos y no al carbono. Esta misma relacion ML,
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concuerda con la que se obtuvo en este trabajo mediante el estudio de

modelado.

Los espectros de IR para las especies se muestran en las Figuras 6-12.
Se puede observar en los espectros de los complejos bandas mejor definidas y
una consistencia en la zona correspondiente a los modos de vibracion vnn) de
los grupos amino indicando que el ion metalico se coordina con el nitrégeno.
En cada uno de los espectros se presenta una banda con mucha intensidad en
la region cercana a 1600cm™ que corresponde al grupo carbonilo. La banda
sufre un desplazamiento en la frecuencia de vibracion con respecto a las
bandas de los ligantes por la presencia del metal que provoca un cambio en la
constante de fuerza del enlace C=0.

Stanila, et al."®

, reporta en un estudio de complejamiento de aminoacidos
esenciales con Cu(ll) un espectro similar al aqui mostrado del complejo
Cu(ll)-fenilalanina (Figura 8). Los autores hacen mencion del desplazamiento
de aproximadamente 220cm™ que sufre el pico que estd por encima de los

3000cm™ debido al involucramiento del grupo NH; en la formacién del complejo,

mismo desplazamiento que se observa en los espectros aqui presentados.
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Los espectros 'H RMN de la glicina y fenilalanina de los complejos
correspondientes  Zn(ll)-glicina 'y Zn(ll)-fenilalanina arrojan los datos

presentados en las Tablas V y VI.

TABLAV

DATOS DE 'H RMN DE GLICINA Y DEL COMPLEJO Zn(ll)-Gly

Glicina Zn(ll)-glicina

Asignacién d(ppm) d(ppm)
H; 3.92 (s, 1H) 4.85 (s, 1H)
H, 4.24 (s, 1H) 5.91 (s, 1H)

Hoo 0

N—¢—c,
H o, OH




40

TABLA VI

DATOS DE 'H RMN DE FENILALANINA Y DEL COMPLEJO

Zn(I)-Phe
Fenilalanina Zn(ll)-fenilalanina
Asignacion d(ppm) d(ppm)
H4 2.96, 2.95 (dd, 1H) 3.15, 3.16 (dd, 1H)
Hy 3.01, 3.02 (dd, 1H) 3.25, 3.26 (dd, 1H)
Hs 4.63 (ba, 1H) 4.68 (ba, 1H)
Har 6.6 — 7.5 (m, 5H) 6.8 —7.9 (m, 5H)
H
H | ’ @)
A 7,
N—C—C
e | hY
H OH
s C *
H; H,

El analisis de los datos espectrales obtenidos por 'H RMN muestra que los
hidrogenos geminales del metileno en la glicina presentan sefales

independientes porque tienen acoplamiento a distancia. Al comparar estos
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datos con los del complejo Zn(ll)-glicina se observa un desplazamiento de las
dos senales (sin sufrir deformacion) hacia campos menores debido a una
disminucion de la densidad electronica que rodea a ambos protones muy
seguramente debido a la coordinacion del metal con los electrones no

enlazantes del nitrégeno.

En el caso de la fenilalanina los dos protones geminales Hq y H, presentan
dos dobles dobletes con desplazamientos muy cercanos debido a la rigidez que
le imparte a la molécula el anillo aromatico. El H3 resuena a campos mas bajos
respecto a los otros dos sin duda debido a la desproteccion que origina la
presencia del grupo amino enlazado al mismo carbono. La sehal de Hj; da
origen a un doble doblete en lugar de un ftriplete por estar unido a un
estereocentro. Los protones aromaticos, Har, presentan un multiplete entre 6.5
y 7.5 ppm. El desplazamiento que sufren las sefiales de los correspondientes
protones a campos bajos en el espectro del complejo Zn(ll)-fenilalanina se debe
a la presencia del metal que disminuye el efecto de apantallamiento. En el caso
de los complejos de Cu(ll) y Ni(ll), sus espectros no arrojaron sefiales claras por

ser paramagnéticos.

Los resultados del analisis elemental de C, H y N para los complejos se

presentan en la Tabla VII.
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TABLA VI

ANALISIS ELEMENTAL PARA LOS COMPLEJOS M(ll)-Gly Y M(ll)-Phe

% Experimental (%tedrico)
Complejo
%C %N %H
Ni(Il)-Gly 19.63 (19.95) 11.48 (11.63) 4.92 (4.19)
CaN204HgNi-2H,0
Cu(I)-Gly 22.49 (22.92) 13.12 (13.36) 3.17 (2.88)
CaN204HsCu
Zn(I)-Gly 22.32 (22.72) 12.98 (13.25) 3.10 (2.86)
CaN204HsZn
Ni(Il)-Phe 51.01 (51.34) 6.53 (6.65) 5.59 (5.27)
C18N204H1gNi-2H,0
Cu(ll)-Phe 55.22 (55.16) 6.97 (7.18) 5.04 (4.65)
C18N204H15Cu
Zn(Il)-Phe 54.75 (55.19) 6.90 (7.15) 5.18 (4.63)
C18N204H18Zn

Todos los complejos obtenidos se ajustan a una estequiometria 1:2 metal
ligante de acuerdo al estudio tedrico de modelado computacional
proponiéndose la formula general ML, para el Cu(ll) y Zn(ll) y ML,-2H,0 para el

Ni(Il) como se muestra en la tabla VII.

La presencia de moléculas de agua en los complejos de niquel sugiere

que éstas se pudieran encontrar en la esfera de coordinacion para adoptar una
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geometria estructural estable; octaédrica en el caso del Ni(ll) (d%), del mismo
modo, la ausencia de moléculas de agua sugieren una geometria estructural
cuadrada plana o tetraédrica en el caso del Cu(ll) (d°) y tetraédrica en el caso

del Zn(ll) (d™).

La geometria plana del complejo Cu(ll)-glicina aqui discutido, concuerda
con los resultados que D’Angelo, et al? muestra en su estudio del
comportamiento de sistemas de glicina con Cu(ll) a través de Absorcién de

rayos-X.

4.2 Estudios de Selectividad

La preferencia de los ligantes por los iones metalicos fue determinada
mediante un estudio de AA. En la Tabla VIII se muestra el % del metal
enlazado al ligante, y se puede apreciar la afinidad de éstos hacia los iones

metalicos en estudio.
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TABLA VIII
RESULTADOS DEL ANALISIS POR ABSORCION ATOMICA DE LOS

COMPLEJOS EN ESTUDIO EN %

Muestra % metal unido a ligante
Ni(Il) — glicina 97
Cu(ll) — glicina 87
Zn(Il) — glicina 51
Ni(ll) — fenilalanina 99
Cu(ll) — fenilalanina 98
Zn(ll) — fenilalanina 58

Los resultados revelan claramente que tanto el Cu(ll) como el Ni(ll) tienen
mayor tendencia a complejarse con la fenilalanina que con la glicina, siendo el

Ni(Il) el que presenta mayor % de metal unido a ambos ligantes.

La Tabla VIII también sugiere una preferencia de ambos ligantes hacia el

Ni(Il), por ser éste el que presenta mayor % de metal unido al ligante.

La estabilidad de los complejos se puede establecer de acuerdo a la
siguiente escala en el orden decreciente, para fenilalanina: Ni(Phe), >

Cu(Phe); > Zn(Phe), y para glicina Ni(Gly), > Cu(Gly), > Zn(Gly),.
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4.3 Estudio por modelado molecular

El estudio tedrico se desarollo mediante el hamiltoniano semiempirco
PM3(tm) implementado en el programa Spartan 5.1. Llevandose a cabo la

optimizacion geometrica completa en fase gaseosa.

Lo primero que se hizo fue construir las moléculas de los complejos de
acuerdo a la estequiometria usada en los experimentos. Una vez construida la
molécula, se realiza una optimacion geométrica, en la cual los atomos se

acomodan de tal manera que la estructura obtenida sea mas estable.

Una vez optimizada la molécula (para cada complejo) se determinaron las

energias totales de las especies, los datos se presentan en la Tabla IX.

TABLAIX

ENERGIAS PM3(tm) DE LOS LIGANTES

Aminoacido Energia, kcal/mol
Glicina -93.820
Fenilalanina -72.009

Las Tablas X y Xl muestran las energias totales para los complejos

metalicos propuestos de glicina y fenilalanina respectivamente.
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COMPARACION DE ENERGIAS TOTALES EN kcal/mol, L = Gly.

Metal ML, + 2L ML, ML,
Ni -371.690 (37.746)* -184.045 -409.436 (0.000)*
Cu -96.100 (28.912)* 91.542 -125.012 (0.000)*
Zn 198.460 (219.033)* 386.104 -20.573 (0.000)*

*

numeros en paréntesis son energias relativas

TABLAXI

COMPARACION DE ENERGIAS TOTALES EN kcal/mol, L = Phe

Metal ML + L ML,
Ni -107.678 (130.697)* -238.375 (0.000)*
Cu 214.461 (97.726)* 116.735 (0.000)*
Zn 254.610 (3.200)* 251.410 (0.000)*

*

numeros en paréntesis son energias relativas

Con respecto a las vibraciones de enlace se compararon los datos

experimentales con los teodricos obtenidos al proponer una estequiometria ML,

para los complejos. Estos datos se ilustran en la Tabla XII.
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NUMEROS DE ONDA (V)EXPERIMENTALES Y CALCULADOS

Especie v experimental | v calculados Asignacion de | Color del
(cm) (cm) bandas so6lido
obtenido
3000-3250 N-H
Glicina
1580 CcC=0
Cu(l)-Gly 3348-3266 3466 — 3192.7 N-H
Azul rey
(MLy) 1601.7 1600.9 CcC=0
Ni(ll)-Gly 3348-3276 3466-3192.7 N-H Azul
(MLy) 1596 1595.6 CcC=0 intenso
3439 — 3323 N-H
1576 cC=0
Fenilalanina
700 Aromatico
monosustituido
3333 - 3256 3159.15-31094 | N—-H
Cu(ll)-Phe
1622 1615.8 C = O Azul pélido
(MLy) —
700 712.4 Aromatico
monosustituido
3353 — 3297 3335 -3230 N-H
Ni(ll)-Phe 1642 1639 Cc=0
Azul cielo
(MLy) 695 699.4 Aromatico

monosustituido
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Para los complejos con fenilalanina concuerdan muy bien los datos
experimentales y los teodricos. La relacién estequiométrica que se propone es

ML, como lo muestra la Figura 13.

Figura 13. Estructura propuesta para los complejos metal-fenilalanina con una

relacion estequiométrica ML, (imagen cortesia Dr. Victor M. Rosas Garcia).

Con respecto a la glicina, en la teoria se propone una relacién ML4, como
se muestra en la Figura 14 de acuerdo a los datos de energias de enlace, pero
de acuerdo a las vibraciones moleculares es mas similar a lo experimental ML,

tal como se presenta en la Figura 15.
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Figura 14. Estructura propuesta para los complejos metal-glicina con una

relacion estequiométrica ML, (imagen cortesia Dr. Victor M. Rosas Garcia).

Figura 15. Estructura propuesta para los complejos metal-glicina con una

relacion estequiométrica ML, (imagen cortesia Dr. Victor M. Rosas Garcia).



50

CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos por los estudios espectroscopicos de los
compuestos sintetizados sugieren claramente, en todos los casos, una
interaccién entre el ion metdlico y el ligante para formar el complejo
correspondiente. También, nos llevan a establecer que, efectivamente, el ion
acetato facilita la coordinacion de los iones metalicos al N y O, con
desprendimiento del protéon acido del —OH por la atraccion del ion acetato
obteniendo especies neutras con una relacion 1:2 metal-ligante, ML,. Los
resultados del microanalisis llevan a establecer la presencia de moléculas de
agua que pudieran estar presentes en la esfera de coordinacion en los

complejos de Ni(ll) para lograr obtener una geometria estructuralmente estable.

El estudio de modelado computacional semiempirico apoya la
estequiometria propuesta para los compuestos obtenidos experimentalmente.
Estos complejos corresponden a especies del tipo ML, cuyo modelo es el

mostrado en la Figura 13 que corresponde a M(ll)-glicina, sin embargo, no se
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descarta la posible formacién de estructuras poliméricas o unidades discretas

del tipo ML4, similares a la Figura 14.

Con respecto a los complejos metalicos con fenilalanina, se encontrd
preferencia por una coordinacion tetragonal piramidal con una relacion

estequiométrica ML, tal como se presenta en el Figura 13.

La relacion metal-ligante establecida en nuestro estudio para el sistema
Cu(ll)-fenilalanina y Cu(ll)-glicina es la misma que la reportada en estudios de

/.19

Stanila, et al.’ y D’Angelo, et al?>. Ambos autores presentan trabajos sobre la

relacion que tiene aminoacidos esenciales con metales de transicion.

Con respecto a los sistemas Ni(ll)-fenilalanina y Zn(ll)-fenilalanina, se
puede decir que es el primer trabajo donde se presenta informacién acerca de
la geometria de coordinacion y modelo estructural tedrico de los sitios de
enlace del metal en un sistema biolégico. No hay informacién acerca de la

posible estructura para complejos con estos metales y fenilalanina.

La selectividad de la fenilalanina y glicina como ligantes es mayor hacia el
Ni(ll), el porcentaje de metal unido es 99 y 97% respectivamente, lo cual nos

sugiere una alta afinidad del metal hacia los aminoacidos estudiados.

En base a estos resultado, como trabajo futuro, proponemos un estudio

quimico-biolégico donde se cuantifiquen los efectos que provoque a la salud
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humana el consumo de estos aminoacidos en exceso, principalmente la
fenilalanina, que esta presente en alimentos de gran consumo en nuestra
region, y que ahora presentamos evidencias que actuan como ligante,
enlazando fuertemente iones que juegan un importante en las actividades

enzimaticas que se desarrollan en el cuerpo humano.
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