BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

Posgrado en Ciencias Quimicas
TESIS:

“Sintesis y caracterizacion de compuestos de coordinacion derivados de cobre, bis-tris

metano y antimicrobianos imidazdlicos”
Para obtener el grado de Maestria en Ciencias Quimicas.
PRESENTA:

QFB. Monserrat Fortis Valera

Director de tesis:

Dr. Samuel Hernandez Anzaldo

Codirectora;

Dra. Rosa Elena Arroyo Carmona

Asesor metodologico:

M.C. Aarén Pérez Benitez

OG’ CU A-P Diciembre, 2023
< / INSTITUTO DE CIENCIAS BUAP



Pagina |2

CAPITULO

INTRODUCCION
1.1 INMTOAUCCION ...ttt bbb bbb bbb s s s ssn st snses 13
1.2 JUSHIEICACION......cecuvvieectetieetete ettt s et b bbbt b b b s s s s as s sesesasassesesasasansesasans 14
1.3 ADNEECEARILES ......cevvieieieireieieieieiseiseie bbbt bbb bbbt s s s s sss st s sees 15
1.4 HIPOLESIS ...ttt sttt bbb bbb bbb bbb s s asses s s assesesasassesesssasansesasans 22
1.5 ODJELIVO GENETAL ..ottt s s s s s s s assenanes 22
1.5.1 ODjJetivos €SPECITICOS .....ceveeereecriieiree ettt s s s s es s s s s s sen s s s s senassenanes 22

CAPITULO

MARCO TEORICO
2.1 GENETAAAAES .......oovreeeeeeeeieieee ettt s e s s s s s ssnasesseassnssnnees 24
2.2 Espectroscopias vibracionales: IR y RamMan..........ccooeeiiueieieicceieeeieesieeetee et esseeens 25
Espectroscopia infrarroja (IR).............o 25
Vibraciéon de una molécula diatomica. ..o 26
La constante de fuerza k......... ... 27
Modos vibracionales y reglas de seleccion. ..., 28
AcCCESOTIO AT R . ., 29
Espectroscopia Raman. ... 31
Fundamento. ... ... 31
Reglas de SelecCion. ... ..o 32
2.3 Espectroscopia de absorcién electrénica: UV-VIs.........ccccoeereeerreeenereneeeneeesesssessssssesseesns 33

Ley de Bouguer, Lambert ¥ BEET ... 37



Pagina |3

Reglas de seleccion e intensidad de las bandas de absorcion ..., 38
2.4 Resonancia MagnétiCa NUCIEAT ..ottt esess e s s s se s s 40
Fundamento. ... .. ... 40
Mecanismo de absorcion del campo magnético (Resonancia)..........c.co.ceevue.e. 42
Contribuciones al desplazamiento qUIMICO............ccccovuiuierieeiirierieiee e 43
Mecanismos de TelajaciOn ..........ccoooioiuiiiieiieiiieiee e 44
2.5 Difraccién de Rayos-X en monocristal..........o.oviiiiiiiiiiiiiiiieieee e e 46
EStructura CriStaliNa .........co.cooviviueieieiecece e 50
Refinamiento CriSTAlINO ..........co.ovviviicieiccee e 92
Analisis graph-set en estructuras Cristalinas ..........cccocovevereieieeieeieeeee e 93
2.6 Pruebas de sensibilidad antimiCrobiana...............ccccceeueeevereieeeeceeeeeeseeteses e sesesess e seses s esenes 54
Método de difuSion €N AISCO .........cuveveivieciceeeece e 56
MEtodo de AIUCION ......ovei e o7
Control de Calidad ........o.ovuivivieiieee s o7
CAPITULO
3.1 DisSolventes ¥ REACLIVOS ...t sessess s ssesse s ssssenns 60
B2 EQUUEPOS ...ttt bbbt ettt bbb bbbt b st b s ettt sas et enas 60
3.3 Aislamiento de materia prima (metronidazol y fluconazol)..........................62
a)Metronidazol. ... ... 62
D) FIUCONazol. ... ... 62
3.4 Sintesis de los precursores FIPRAY y FIPBROMO.....................cociiiiiiiiinne 63
Q) FIDTaY . . 64

D) FIpDromoO. . ... 64



Pagina |4

3.5 Sintesis de 10S COmMPUESLOS PrOPUESTIOS. ... ueinteite ittt et e e e aae e 65
1) Sintesis de XUBNIR. ... 65
2) Reaccién de Fipbromo con metronidazol...................cooccoiiiiin 66
3) Sintesis de FIPRAY-H. ... ... 67
4) FIPRAY con 4-nitroimidazol. ... 68

CAPITULO

RESULTADOS Y SU DISCUSION

4.1 Resultados ¥ SU AISCUSION. ...t ttttte ettt ettt et e et e e eeetee e earee e aaraannns 70
Temperatura de fuSion......... ... 70
Espectroscopia de infrarrojo y RAMAN............oo 71
Espectroscopia UV-VisIbDle.......... ..o 78

Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMN-'H)...................................84
Difraccion de Rayos-X ..o 94

Analisis MIiCTODIOIOZICOS. ..o oo 103

CAPITULO

CONCLUSIONES
5.1 CONCIUSIONES ...ttt ee e e te e e e st s st ens e e st tesenese s st atsssasasasatasessasnsnessenenenens 110
BIDLOGIATIA .......ocvoeeece sttt naenaes 111

AADIEXOS. . . e oot e e e et e et e e st et e e et e e st e e e st et e e et e s et e s et aae e et e ae st et e aees et et e e et esaateeeeeteeateneaeesenneneneannn 120



Pagina |5

AGRADECIMIENTOS



Pagina |6

DEDICATORIA



Abreviaturas

ATCC
ATR
bis-tris Metano

CCDC

CDI
DRX
FT-IR

LMCT

MBC

MIC

MLCT

NBA
OMS
ppm
RMN
RMN-'H
ROS
SOD
UFC
UV-Vis

Pagina |7

Siglas en inglés: (American Type Culture Collection)

Siglas en inglés de Reflectancia Total Atenuada: (Attenuated Total Reflectance)
2-[bis(2-hidroxietil)amino]-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol

Siglas en inglés del Centro cristalografico de Cambridge (Cambridge
Crystallographic Data Centre)

Carbonildiimidazol

Difraccién de Rayos X

Siglas en inglés para infrarrojo con transformada de Fourier: (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy)

Siglas en inglés de Transferencia de Carga Ligante a Metal (Ligand to Metal
Charge Transfer)

Siglas en inglés para Concentracion Minima Bactericida (Minimum Bactericidal
Concentration)

Siglas en inglés para Concentracion Minima Inhibitoria (Minimum I[nhibitory
Concentration)

Siglas en inglés de Transferencia de Carga Metal a Ligante (Metal to Ligand
Charge Transfer)

Nitrobencil Alcohol

Organizacion Mundial de la Salud

partes por millén

Resonancia Magnética Nuclear

Resonancia Magnética Nuclear de proton

Siglas en inglés de: Especies Reactivas de Oxigeno (Reactive Oxygen Species)
Superoxido dismutasa

Unidad Formadora de Colonias

Ultravioleta Visible



Pagina |8

Indice de figuras

Figura 1. Estructura general de una base de SChiff .........ccoorueereieieissiseeceisesiseeeeesseeesse s 15
Figura 2. Estructura de XUBNIR.......ccooiiiiinneiessss st ssssesssssssssssssssssssssssesesssssssenns 17
Figura 3. Estructura de 1a 4-aminNOPITiAINa. ......eecueveeeeieeeeisiessiessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 18

Figura 4. Antimicrobianos propuestos en este trabajo como ligantesjError! Marcador no definido.

Figura 5. Estructura de ray0s X del FIPRAY ... rscstcsiseseeiesessesessessssessssessssssssssssenes 19
Figura 6. Estructuras de los compuestos FIPIMIDA(a), TOXSEE(b),FIPAMINO(c) y
XECHIW(). 1 ettt e e et 20
Figura 7. Componentes de la radiacion eleCtromagneétiCa......coomrrueeererserersessssssessssssssssssssssssssssssenns 24
Figura 8. Espectro de infrarrojo de 1,1-carbonildiimidazol.......ccocceueereeereserisesisssiseesisessssesessaeenes 26
Figura 9. Modos vibracionales activos en espectroscopia INfrarrOja......eeeeeerseseseesesseseneneens 29
Figura 10. Produccion de la onda eVANESCENLE.........crueeeeeieeeirieiessssessasassssssssssasasssssssssssssssssnsnns 30
Figura 11. Representacion de un sistema de FTIR-ATR ... 30
Figura 12. Transiciones del eSpectro de Raman.........cceceueurueieieicisisssiessisssssessssssssssessssssssssssssns 32
Figura 13. Cambios en el elipsoide de polarizabilidad del COu....veereveerenerererererererereeeeeereeenes 33
Figura 14. Transiciones electronicas posibles entre orbitales T, oy n...............oooii 34
Figura 15. Desdoblamiento de los orbitales d en un compuesto de geometria octaédrica........36
Figura 16. Serie €SPECIIOQUITMIICA.......cvcvereiereereieeeeieieseeesesesesesesssssesesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssens 36
Figura 17. Diagrama de orbitales moleculares de un complejo 0CtaédriCo ......ommrrenrrerrreseenenes 37
Figura 18. Orientaciones del &tomo de hidrégeno frente un campo magneético........ceeveeveerenee. 41
Figura 19. Desdoblamiento de los estados m;= +"2 frente a un campo magnético...................... 42

Figura 20. Precesion del espin nuclear en presencia de un campo magnético......................43

Figura 21. Mecanismo de TelaJACION 77 ....vereeerereerieereeeereasesenseeasesessesessesessessssessssessssessssessasessasenes 45
Figura 22. Mecanismo de TElajACION T ...ciereeeeireieieieissssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 46
Figura 23. EfeCtO fOtO@IECITICO wuuvueieieirieeeeeir e easseen 48
Figura 24. Estructura de un SOlidO CriStAliNO ....c.cevevevereieiereieieeessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssas 50
Figura 25. Celda UNITATIA ..vueueeeeeeeeeeeieieieeeieeeieee ettt sss e s ssesssseeasessssessasens 51
Figura 26. Parametros de las redes cristalinas de Bravais ......c.ccocevrererenerenesenesenessenesesensesensenes 51

Figura 27. Arreglos por puente de hidrégeno para las estructuras FIPAMINO y FIPIMIDA ...54
Figura 28. Bacterias de interés en eSte trabajo. .....couvereeereeereeereeereresseessesessesessesessesesesseasssessssessenes 55

Figura.29. Cepas ATTC utilizadas en el control de calidad.......ccoccvrererineeneerenesensinenneseseseseenenn. 58



Pagina |9

Figura. 30. Cristales de Materia PIiMa ......cceeeereeeeessseessesessesessessssessssessssessssessssessssessssssssssssssessssesssssnes 62
Figura. 31. Cristales de FIPRAY y FIPBROMO .....iiiiininesisineesisisessssssssssssssssssssssssssssssnns 64
Figura. 32. Cristales de XUBNIR.......ccooirieireiceieeieetseie et sasss s sssssssssssssssanssssssssnsnes 66
Figura. 33. Cristales de FIPRAY-H.....osstssss s sssssssssnns 67
Figura. 34. S6lido obtenido de 1a TEACCION 4 .......covieerniireniniesesisiseesssssessssssssssssssssssssessssssssssens 68
Figura. 35. Espectros de IR de FIPBROMO ¥ DIS-tTIS .....cceurueirueisieisisississssssssssssssssssssssssasssssssns 71
Figura. 36. Espectros de Raman de FIPBROMO ........coviieiniininininessinissssisssssssssssssssssssssssssnns 72
Figura. 37. Espectros de IR de FIPRAY-H y FIPRAY ...t 73
Figura. 38. Espectro Raman de FIPRAY -H ... sessssssssesens 73
Figura. 39. Espectros de IR de XUBNIR y 1,1-carbonildiimidazol.........cceeeeeeereeereseesencsinesinnnenes 74
Figura. 40. Espectro de Raman de XUBNIR .......ccooiooieiireieeteetcsiestsisiss s assssssssssssasssnsnsnns 75
Figura. 41. Espectro de Raman de FIPAMINO ..ot esenennes 76
Figura. 42. Espectros de Raman de FIPIMIDA ...t sssasssssssssssssssssssnsns 76
Figura. 43. Espectro de UV-Vis de FIPRAY ...t esenenes 78
Figura. 44. Espectro de UV-Vis de FIPBROMO .....ccoooieieiiriieeiceiessisesisssssssssssssssssssssssssssssssnns 79
Figura. 45. Espectro de UV-Vis de FIPRAY-H.....ooorerre e 79
Figura. 46. Espectro de UV-Vis de XUBNIR ..o eessesessesessesessenes 81
Figura. 47. Espectro de UV-Vis de FIPAMINO .......ooieoieiierieeiceiessisesessssssssssassssssesssssssssssssssnns 81
Figura. 48. Espectro de UV-Vis de FIPIMIDA ......ccooiresererereesesesesesesessesesessenessenssseseenes 82
Figura. 49. Diagramas de desdoblamiento de los orbitales.............. iError! Marcador no definido.
Figura. 50. Espectro de RMN-"H de FIPRAY ..ot essesesseseesssssseens 85
Figura. 51. Espectro de RMN-"H de FIPBROMO......ccooeeiirriereeecieteeiseseesssssesisssssssessessssssssssenansens 85
Figura. 52. Espectro de RMN-"H de FIPRAY-H ...ttt 86
Figura. 53. Espectro de RMN-"H de XUBNIR ......c.ccocoiriririreireneeernrereeeseeeseesessessesessssessessessssssenns 87
Figura. 54. Espectro de RMN-"H de FIPIMIDA ..o estesissssssessssasssssssessessssssssssensnsens 87
Figura. 55. Espectro de RMN-"H de FIPAMINO ......ccoovvreiriereenirieereesesesesessessessesssssessesssssssssenns 88
Figura. 56. Estructuras de rayos-X de FIPBROMO y FIPRAY-H.......cooveeveerrvererererneeerersnenenn, 98
Figura. 57. Celda unitaria sobre el eje a de FIPBROMO........ocouiirnerenerenrenereresereeeereeeseneenenenes 99
Figura. 58. Celda de FIPRAY-H vista desde €l €J€ @. .....ceveereereeereeirecereeereeeresereeeseeesesesenene 100
Figura. 59. Arreglos por puente de hidrogeno de FIPBROMO..........ccoverreerreverreererereeerenesenene. 101

Figura. 60. Arreglos por puente de hidrogeno de FIPRAY-H ..., 102



Pagina |10

Figura. 61. Arreglos formados por puente de hidrégeno de FIPRAY-H........ iError! Marcador no
definido.

Figura. 62. MIC de los compuestos frente a Escherichia COlL....icinnnecesrinessricseseseenns 105
Figura. 63. MBC de los compuestos obtenidos frente a Escherichia COli. .....coorveerrreenereerenennee. 106
Figura. 64. MIC de los compuestos obtenidos frente a StaphylocoCCus aureus........ocereeenee 107
Figura. 65. MBC de los compuestos frente a StaphyloCOCCUS QUTEUS.......cccueveeerrrererrnnererenenense 108

indice de tablas

Tabla. 1. Intervalo esperado de € para distintos tip0S de tTANSICION. .....evvevereeeeseeereseessssesissesesssesssssssssans 39
Tabla. 2. Puntos de fusion de los compuestos obtenidos y materias Primas. ........eeeeeeeeeresseseeesesessesesns 70
Tabla. 3. Valores obtenidos de la constante de fUETZA (K). ....weeeereeeererererereresesererisissesesesesesesessesesasans 78
Tabla. 4. Transiciones electronicas de los compuestos FIPRAY, FIPBROMQO y FIPRAY-H. ............... 80
Tabla. 5. Transiciones electronicas de los compuestos XUBNIR, FIPAMINO y FIPIMIDA. ............... 82
Tabla. 6. Energia de deSAODIAMIENIO. ........eveeveeeeeeirieeieieeeiessesss st ssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsans 83
Tabla. 7. Serie eSPECtrOQUIMICA........uevereeerereereeerererererisesesessesesesssesenas iError! Marcador no definido.
Tabla. 8. Tiempos de relajacion de materias primas  COMPUESLOS. ...eueveverureseesessessssssssessssssssssssssssessans 90
Tabla. 9. Datos cristalogrdficos de [0S cOMPUESIOS ODIENIADS .....vvererereeererereresresresssssssessssssssesssssssssssas 98
Tabla. 10. Distancia de los enlaces de interés para FIPRAY, FIPBROMO y FIPRAY-H...........c.cu..... 99
Tabla. 11. MIC y MBC de [0S COMPUESLOS. .....cuveeererreererereisessssssssessssssssessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssens 104

Abreviaturas de los compuestos mencionados en este trabajo

FIPRAY Cloruro de cloro-(N,N-bis(2-hidroxietil)tris(hidroximetil)metilamino)-cobre(II)

FIPBROMO Bromuro de bromo-(N,N-bis(2-hidroxietil)tris(hidroximetil)metilamino)-cobre(II)

FIPRAY-H  Cloro-(N,N-bis(2-hidroxietil)tris(hidroximetil)metilamino)-cobre(1I)

XUBNIR Cloruro de cloro-tetrakis(imidazol)-cobre(II)

FIPAMINO  Dicloruro de (N,N-bis(2-hidroxietil)tris(hidroximetil)(metilamino)-(imidazol)-cobre(1I)

FIPIMIDA  Dicloruro de (N,N-bis(2-hidroxietil)tris(hidroximetil)(metilamino)-(4-aminopiridina)-
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Resumen

En este trabajo se realizo la sintesis de complejos de cobre FIPRAY-H y FIPBROMO.
analizados por técnicas espectroscopicas FT-IR ATR, UV-Vis, RMN-'H, RPE, Raman,
espectrometria de masas y estructural por difraccion de rayos-X en monocristal. Ademas de los

compuestos FIPAMINO y FIPIMIDA obtenidos previamente
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1.1 Introduccion

Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), se define como antimicrobiano a aquel
medicamento capaz de tratar y prevenir las infecciones causadas por microorganismos como
bacterias, virus, hongos y parésitos en humanos, animales y plantas. Cuando surgieron los primeros
antimicrobianos se consideraron como “curas milagrosas”; sin embargo, con el paso de los afios y su
uso, los microbios se fueron adaptando y generaron resistencia a ellos. Asi, la resistencia
antimicrobiana es uno de los mayores problemas de salud publica y se ve favorecida por la
evolucion de los microorganismos, la mala préctica clinica y los factores ambientales (Brunton, et al

2012).

No solamente los compuestos orgdnicos presentan propiedades antibacterianas, también los
metales y los compuestos derivados de ellos. Por ejemplo, el cobre en estado metdlico, asi como sus
sales inorgéanicas y algunos complejos de coordinacion, poseen actividad antimicrobiana. Desde el
afio 2600 a. C,, los egipcios describieron el uso de vasijas de cobre para potabilizar el agua y para
curar heridas en el pecho (Arendsen et al, 2019). Sin embargo, al no existir una concentracion
especifica de cobre metalico para su uso en la terapia antibacteriana, el metal se administra

preferentemente en forma de compuestos de coordinacion (Szymariski et al., 2012).

Por otro lado, la quimica de coordinacién del cobre en estado de oxidacion +2 en sistemas
biologicos forma complejos muy estables con numeros de coordinacion 4, 5 o 6. Los compuestos
de coordinacién de cobre han mostrado varias aplicaciones biologicas como antinflamatorios,
anticancerigenos y antimicrobianos, entre otras (Szymariski et al, 2012). Por ejemplo, los
benzimidazoles y sus complejos de metales de transicion han recibido considerable atencion debido

a su actividad antimicrobiana frente a bacterias Grampositivas y Gramnegativas.

En otro aspecto, el uso de aminopolialcoholes del tipo bis-tris metano como ligante de
metales de transicion bivalentes no es muy comun, ya que fue hasta 2004 cuando Inomata y
colaboradores reportaron los primeros compuestos de coordinacion de este tipo. En contraste, su
reactividad frente al cobre en condiciones suaves (temperatura ambiente y pH 5 a 7) es muy buena

y puede ser usada como estrategia para agregar otros ligantes al cobre.
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En este trabajo se presenta la sintesis, caracterizaciéon y actividad microbiolégica de
compuestos de coordinacion derivados de cobre divalente, bis-tris y ligantes nitrogenados derivados

de imidazol y 4-aminopiridina.

1.2 Justificacion

Actualmente se estima que la resistencia antimicrobiana ocasionara 10 millones de muertes
por afio para el 2050 y se sefiala como prioridad critica a los microorganismos: Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus, Helicobacter pylori, Salmonella, Campylobacter y

Neisseria gonorrhoeae que causan infecciones con elevada mortalidad y morbilidad.

Debido a esto en 2017 la OMS propuso un plan de accién basado en medidas preventivas
como practicas de buena higiene y el uso correcto de los antimicrobianos. En este plan se incluye:
mejorar el conocimiento y la comprension de la resistencia antimicrobiana, vigilar su incidencia y la
optimizacion de antimicrobianos que consiste en mejorar su actividad farmacologica, promover el
uso oOptimo mediante la seleccion del medicamento, la posologia, la via de administracién y la

duracion del tratamiento. (Giono-Cerezo et al., 2020).

Se ha demostrado que el cobre tiene un amplio y fuerte espectro como antimicrobiano
debido a que los iones de cobre producen dafio a la membrana y pared celular ya que absorbe
electrones de la bacteria generando ROS, lo que provoca dafio y muerte en bacterias y hongos
(Wang et al., 2021). Ademaés, el dopaje con cobre es comunmente utilizado en implantes ortopédicos

para reducir el riesgo de infecciones. (Szymariski et al., 2012).

En este proyecto se propuso como trabajo de investigacion sintetizar compuestos de
coordinacion usando cobre y como ligantes aminopolialcoholes (Bis-tris metano) y antimicrobianos
derivados de imidazol y piridina con la finalidad de obtener compuestos de coordinacién que

puedan tener actividad farmacolégica.



Pagina |15
1.3 Antecedentes

Debido a lo mencionado anteriormente, el desarrollo y la optimizacion de antimicrobianos es

primordial para lo que se han utilizado compuestos heterociclicos.

Los heterociclos son compuestos orgénicos formados por anillos que poseen heterodtomos (O,
S, N, entre otros atomos de compuestos orgdnicos) cuyas propiedades fisicoquimicas y
farmacolégicas son determinadas por el tamafio del anillo y sustituyentes presentes en la estructura.
Los heterociclos constituyen cerca del 90% de agentes farmacéuticamente activos debido a que
pueden ser optimizados por su coordinaciéon a metales o modificacion mediante sintesis orgénica
para mejorar propiedades como: solubilidad, polaridad, capacidad de formar puentes de hidrogeno,
etc. A partir de estas optimizaciones un numero significativo de derivados heterociclicos ha
mostrado mayor eficacia que los farmacos convencionales; por ejemplo, los derivados de
imidazoles y pirazoles se han usado para combatir bacterias con resistencia a meticilina (Borah, P, et
al, 2023). La importancia del uso de heterociclos en la terapia antimicrobiana se debe a que estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza y juegan roles vitales en los organismos vivos (Katritzky et

al, 2008).

Los derivados de imidazol y piridina también pueden considerarse como “bases de Schiff”
los cuales son grupos funcionales formados por carbono y nitrogeno unidos por un doble enlace,
éstos se muestran en la figura 1, (Madani, S. et al,, 2019). Fueron llamados asi en honor al quimico
Hugo Schiff quien las describié en 1864, tienen la habilidad de formar complejos con metales de
transicion y son ampliamente utilizadas en medicina debido a su actividad antibacteriana,
antifungica, antitumoral, antiinflamatoria, antipirética, antimaldrica, anticancerigena y anestésica.
(Raczuk et al., 2022). 3
(R
|
R1 .C ~ R2

Figura. 1. Estructura general de una base de Schiff
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El interés de formar compuestos de coordinacion con bases de Schiff y metales de transicion
surgio a mitad del siglo XIX ya que los complejos con Co(Il), Ni(Il), Cu(Il) y Zn(II) mostraron
actividad bioldgica sobre todo como antimicrobianos ya que estos complejos crean condiciones
favorables para la penetracion de los metales de transicion a las membranas celulares microbianas

(Raczuk et al., 2022).

En la ultima década los compuestos con metales de transicién han surgido como alternativas
prometedoras como agentes terapéuticos, un ejemplo de ellos son las Casiopeinas® que son un
grupo de compuestos de coordinacion a base de cobre de formula general: [Cu(N—N)(N—O)]NOs
y [Cu(N—N)(O—O)]NOs en la que N—N es una 2,2’-bipiridina o 1,10-fenantrolina sustituida o no
sustituida y N—O un a-aminoacidato o péptidos y O—O un acetilacetonato o un salicilaldehidato

con actividad antitumoral, antiparasitaria y antimicrobiana (Barbosa et al., 2016).

En la terapia antimicrobiana se ha establecido en estudios preliminares que las
Casiopeinas® poseén actividad antibacterial en cepas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Mycobacterium tuberculosis y A. actinomycetemcomitans, antifingica en levaduras como Candida
albicans y antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi, ya que interactian directamente con el DNA y
participan en la produccién de especies reactivas de oxigeno, por sus siglas en inglés ROS. (Larios-

Cervantes et al., 2022)

Por su parte, los compuestos derivados de imidazol y benzimidazol (1,1-carbonidiimidazol,
fluconazol, albendazol, metronidazol y 4-nitroimidazol) tienen una gran relevancia en la quimica
medicinal debido a su aplicaciéon como antiparasitarios, analgésicos, antihistaminicos, antivirales,

anticancerigenos o antifungicos (Navarro et al., 2019).

Los complejos cobre-imidazol estan ampliamente presentes en proteinas como azurinas,
oxidasas, hemocianinas, etc., ya que el cobre tiende a unirse a la histidina mediante el imidazol. Se
han reportado compuestos nitrogenados como el 4-metilimidazol, 2-etilimidazol, 2-isopropilimidazol
y 2-etil-4-metilimidazol que poseén la misma caracteristica de formar compuestos de coordinacién

enlazandose por sus &tomos de nitroégeno al metal;, ademas, este tipo de complejos ha mostrado
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tener actividad antitumoral (Godlewska et al., 2013).

Un ejemplo de compuesto de coordinacién con imidazol es el denominado XUBNIR
(nombrado asi por el CCDC) sintetizado en 2001 por Otieno y cols. (figura 2), el cual consta de un
atomo de cobre y cuatro moléculas de imidazol unidas al centro metélico. Para su sintesis utilizaron
Cu(ClO4),6H20, KPFs e imidazol en CCls/EtOH como medio de reaccién. Sin embargo, pese a los

multiples andlisis reportados, el compuesto no ha sido probado biolégicamente.

Figura. 2. Estructura de XUBNIR reportado por Otieno y cols. en 2001

Otras moléculas que han sido estudiadas y sintetizadas como propuestas para terapia
antimicrobiana y antifungica son los derivados de piridinas, los cuales han demostrado tener

moderada actividad contra algunas cepas del género Mycobacterium. (Klimes ova et al, 1999).

En 2009 Suksrichavalit y colaboradores reportaron la sintesis de compuestos de coordinaciéon
con derivados de piridinas (hidroxipiridinas y aminopiridinas) que tienen un amplio rango de
aplicaciones biologicas. En su trabajo probaron como antimicrobianos a los ligantes por si solos y
los compararon con los compuestos de coordinacién obtenidos concluyendo que su actividad

antimicrobiana se ve favorecida con la coordinacién al cobre.

Un ejemplo de un compuesto a partir de un derivado de piridina y cobre es el que fue
sintetizado por Ivanova y Mayer-Figge en 2005, el cual consiste en un dtomo de cobre rodeado por

cuatro anillos de 4-aminopiridina, en el que estos se coordinan mediante el atomo de nitrogeno de
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la piridina, el cual permite que se comporte como ligante monodentado. Este compuesto posee un
interés biolégico debido a la actividad de la 4-aminopiridina como inhibidor de canales de Ca(Il) y
K(I).

NH,

X

Z
N

Figura. 3. Estructura de la 4-aminopiridina.

Por otra parte el compuesto [CuCl(Bis-tris)]Cl, FIPRAY, (figura 4) fue reportado por primera
vez por Inomata y colaboradores en 2004, quienes para su obtencion utilizaron cloruro de cobre
dihidratado como fuente de cobre y Bis-tris como ligante
en solucion acuosa a una temperatura de 50-70°C, una vez que obtuvieron los cristales del

compuesto fueron re-disueltos en agua deuterada y secados a vacio (Inomata et al., 2004).

La formaciéon de complejos de Cu(Il) con Bis-tris en solucién acuosa ya habia sido estudiada
potenciométricamente y espectroquimicamente por Hong en 1995 en la que concluy¢ que el Bis-tris

actia como un ligante tridentado al coordinarse a los iones de Cu(Il) (Hong et al., 1995)

En 2019 se mejoro su refinamiento y se analizé por: IR, UV-vis en fase sélida y liquida, punto
de fusion y rayos-X, en el trabajo de tesis “Sintesis verde y caracterizacion espectroscépica y
estructural de compuestos de coordinacion a partir de cobre, aminopolialcoholes y metformina”, en

el que se obtuvo a FIPRAY variando las condiciones de reaccion (Fortis Valera, 2020).
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Figura. 4.  Estructura de rayos X del FIPRAY

Otros compuestos obtenidos durante el trabajo de tesis de licenciatura fueron los
denominados FIPAMINO y FIPIMIDA, los cuales se sintetizaron mediante la sustitucién del &tomo
de cloro en la posicion axial presente en el FIPRAY por un anillo de imidazol y 4-aminopiridina
respectivamente, lo cual nos permitié proponer que se pueden integrar nuevos ligantes a este

compuesto llevando a cabo la sustituciéon del halbgeno presente en esta posicion.

Se han sintetizado compuestos andlogos a FIPIMIDA y FIPAMINO (figura 5) por Fun y cols.
y Lu y cols. usando como aminopolialcohol tris-(2-aminoetil)-amino, reportados en 1996 y en 1997
respectivamente usando como ligantes imidazol y 4-aminopiridina y como &tomo central al cobre,
estos compuestos han sido utilizados como modelos de la enzima superoxido dismutasa (SOD) en

bovinos.

Los compuestos TOXSEE y XECHIEW fueron caracterizados por: IR, reflectancia difusa,
UV-Vis, EPR, estudios de susceptibilidad magnética por métodos de Gouy y Faraday, difraccién de
rayos-X en monocristal y en polvos, analisis elemental y en algunos casos andlisis térmicos (TGA) y

XPS.
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Figura. 5.  Estructuras de los compuestos FIPIMIDA (a), TOXSEE (b), FIPAMINO (c) y XECHIW (d)

En 2018 Selimovic y cols, sintetizaron y probaron compuestos de coordinacién a base de
cobre como agentes antimicrobianos obteniendo valores de MIC y MBC de >20 pg/mL en
Escherichia coli, y Staphylococcus aureus, >10 pg/mL para Bacillus subtilis y de 1.5 pg/mL contra
Sarcina [utea. Mas tarde en 2020 Rostas y cols. sintetizaron compuestos de coordinacién con cobre
y bipiridina, los cuales probaron como antibacterianos obteniendo una MIC de 1.39%10° ug/mL,
para Pseudomonas aureuginosa, 6.87x10“ ug/mL contra Escherichia coli y de 3.44X104 pg/mL en
Staphylococcus aureus; con estos resultados propusieron que los compuestos actian mediante la

intercalacion con el ADN. (Rostas, et al., 2020).
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Para mitigar el impacto ambiental que las metodologias para sintetizar compuestos de
coordinacion pueden generar, se ha propuesto hacer las reacciones usando los principios de la
quimica verde, los cuales fueron postulados en 1990 por Anastas y Warner con el proposito de
reducir o eliminar el uso de sustancias peligrosas y los residuos derivados de los procesos quimicos

(De Marco et al., 2019).

Esto se puede lograr al desarrollar métodos innovadores que involucren procesos naturales,
condiciones de reaccion alternas y el uso de disolventes poco téxicos (Pdjaro Castro & Olivero Verbel,
2011). En México el estudio de la quimica verde estd basado en los apoyos que se otorgan a las
universidades y centros de investigacion por lo que el primer taller sobre quimica verde se impartio
en 2003 por el Centro Mexicano de Quimica en Microescala y de acuerdo con lo consultado en
bases de datos de investigadores del CONAHCYT los cientificos dedicados a desarrollar esta clase
de quimica suman 113 en todo el pais, mientras que el 1.8% esté presente en la BUAP (Yarto,
Gavildn & Martinez, 2004). Debido a las cifras tan bajas es indispensable continuar con lineas de

investigacion que promuevan metodologias basadas en quimica verde.
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1.4 Hipotesis

Es posible formar compuestos de coordinacién mixtos con derivados del imidazol, mediante
el desplazamiento de la esfera interna de coordinacion del atomo de cloro del compuesto: FIPRAY

(ICuCI(BisTris)]CL.

1.5 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar espectroscopicamente compuestos de coordinaciéon mixtos a partir
de cobre(ll), Bis-tris y antimicrobianos derivados de imidazol (1,1-carbonildiimidazol, 4-

nitroimidazol, metronidazol y fluconazol)

1.5.1 Objetivos especificos
v' Establecer y realizar rutas de sintesis reproducibles para la obtencion de compuestos

de coordinaciéon de Cu(Il), Bis-tris y antimicrobianos.

v' Caracterizar los compuestos obtenidos mediante temperatura de fusion, FT-IR, UV-

Vis, Raman, Espectrometria de Masas, RPE y difraccion de rayos-X en monocristal.

v Completar las caracterizaciones de los compuestos FIPAMINO Y FIPIMIDA usando
RMN-'H, Espectrometria de Masas, RPE y Raman.



Pagina |23

CAPITULO II

Marco teorico
e Generalidades
e Espectroscopias vibracionales
e Espectroscopia UV-Vis
e Resonancia Magnética Nuclear y
Resonancia Paramagnética Electronica
e Difraccion de Rayos-X
e Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

...........................................................................................................................................................................................................................
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2.1 Generalidades

Existen diferentes formas de radiacion electromagnética; luz visible, ondas de radio, rayos X
y rayos gamma, etc., que pueden ser descritas por campos magnéticos y eléctricos, los cuales viajan
sobre un eje z a la velocidad de la luz (c) (Figura 6). Por lo tanto, la intensidad de la radiacion sera
proporcional al cuadrado de la amplitud de la onda sobre los ejes x y y en un tiempo determinado y

la fuerza del campo eléctrico y magnético sera variable a lo largo del eje z. (Drago, S.,1992)

x Componente
y magnética (plano y-z)

Componente - A
eléctrica (plano x-2)

Figura. 6.  Componentes de la radiacion electromagnética (Drago, S., 1992)

Considerando que a los diferentes tipos de radiacion le corresponde una energia especifica y
que ésta puede ocasionar cambios en el estado de las moléculas podemos obtener diferentes tipos

de métodos espectroscépicos (Drago, S., 1992).

Las técnicas espectroscopicas son el conjunto de herramientas analiticas que utilizan la luz
para determinar estructuras moleculares. Si una molécula es expuesta al campo electromagnético
habra una transferencia de energia del campo a la molécula satisfaciendo la frecuencia de Bohr

(Ecuacion 1).
AE = hv Ec. (1)

Donde AE es la diferencia de energia entre los estados excitado y basal, /# es la constante de
Planck (6.625%10?"erg's) y v es la frecuencia; es decir el numero de ondas que hay en una distancia

determinada en un segundo.

v="¢/, Ec. (2)
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En la que c es la velocidad de la luz (3x10'° cm's?) y A es la longitud de onda. El numero de
onda estéd definido por el inverso de la longitud de onda (ecuacion 3). Este parametro es el més

utilizado en la espectroscopia vibracional en unidades de cm.
v=1/ Ec. (3)

A partir de esto podemos separar la energia de una molécula en tres componentes: la
primera asociada al movimiento de los electrones o transiciones electrénicas que se observan en el
rango de 10*10°cm™ en la region del UV-visible, la segunda a las vibraciones de los &tomos
presentes que corresponde a las transiciones vibracionales que se observan en los espectros de
Infrarrojo y Raman que aparecen en el rango de 10%-10* cm™ y la ultima relacionada a los
movimientos rotacionales de la molécula en el rango de 1-10> cm™ en la region de microondas

debido a que los niveles rotacionales se encuentran cercanos unos de otros (Nakamoto, K., 2009).

2.2 Espectroscopias vibracionales: IR y Raman

Espectroscopia infrarroja (IR)

La espectroscopia infrarroja estudia la interaccion entre el objeto de estudio y la radiacion
infrarroja que se ubica dentro del espectro electromagnético entre 10 a 14,300 cm™, regién que a su
vez se subdivide en infrarrojo cercano (4000-14,300 cm™) medio (400-4000 cm™) y lejano (10-400
cm™). Esta espectroscopia permite identificar y caracterizar especies quimicas mediante la
frecuencia a la que los diferentes grupos funcionales absorben energia (Faraldos & Goberna, 2011). La
absorcion correspondiente a la radiacion infrarroja abarca energia de 8 a 40 kJ/mol que
corresponde al rango en el que se producen los modos vibracionales de estiramiento y balanceo

(Pavia, et al., 2001)

El espectro de infrarrojo graficamente representa la intensidad con la que absorbe la muestra
la radiacién infrarroja en medida con el nimero de onda que se grafica en el eje de las abscisas y en
el eje de las ordenadas se representa la absorbancia o transmitancia, (relacion entre la intensidad
emitida por la muestra /7y la que ésta recibe 1, Pavia, et al., 2001); usualmente se representa en el
espectro de infrarrojo como el porcentaje de la transmitancia (%7) (Faraldos & Goberna, 2011). Un

ejemplo de éste se muestra en la figura 7.



Pagina |26

100

90

4 ! gl o

i ! A W Wl

80 i s
s / R

70+

% Transmitancia

] L |

\
50 ';k

40 4 |

30 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura. 7. Espectro de infrarrojo de 1,1-carbonildiimidazol

Vibracion de una molécula diatomica

La vibracion de dos nucleos puede ser representada como dos masas A y B conectadas por
un resorte en las que al desplazarse habrd una fuerza actuando para regresarlas al punto de
equilibrio, el movimiento resultante es descrito por un movimiento armoénico simple en el que la

energia potencial (V/(J)) estard dada por:
V=_kx? Ec(4

Donde X es el desplazamiento en cm de las dos masas de su punto de equilibrio y & la
constante de fuerza en dyn/cm del oscilador. Sin embargo, para una molécula este sistema no puede
ser totalmente aplicado debido a que en un sistema molecular se ocupan niveles de energia
cuantizados, por lo que la ecuacion que describe los estados de energia permitidos en una molécula

Sera:
E,=ho(v+ )  Ec.(5)

En la que v es un numero entero que representa a un numero cuéntico vibracional de los
diferentes estados indicados por el oscilador armoénico, E; es la energia del estado vésimo en Joules,
h es la constante de Planck (J-s) y @ el nimero de ondas (s!) de la vibracion, que se relaciona con la

constante de fuerza y la masa reducida () mediante la expresion:
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We = Lk Ec. (6)

2me\| U

En la ecuacion 6 derivada de la ley de Hooke, w.es el numero de ondas corregido por la
anarmonicidad presente en la molécula, esta anarmonicidad es responsable de la aparicion de
sobretonos (Drago, S., 1992; Faraldos & Goberna, 2011), u es la masa reducida del sistema y esté dada

por:

p= 2als - po (7)

Ma+Mp

En la que M4y M3 corresponden a las masas de los &tomos considerados en el enlace, para

una molécula diatémica.

La constante de fuerza k
k es una constante que varia entre enlaces por lo que enlaces mas fuertes tendran una
constante de fuerza mayor por lo que vibraran a mayores frecuencias, por otro lado, los enlaces

entre &tomos mas pesados vibrardn a menores frecuencias que los enlaces con atomos maés ligeros.

No solo la masa de los atomos y el tipo de enlace pueden afectar a la constante de fuerza,
también se ve afectada por el tipo de hibridacion de la molécula y la resonancia. En el caso de la
hibridacién los enlaces serdn maés fuertes de acuerdo con la serie: sp>sp?>sp’. Mientras que la
resonancia al afectar la fuerza y longitud del enlace tiene el efecto de reducir la constante de fuerza

produciendo que las bandas de absorcion se desplacen a menores frecuencias.

La constante de fuerza puede ser usada para calcular la posicién aproximada de una banda

en el espectro de infrarrojo a partir de la ecuacién de la ley de Hooke (Pavia, et al., 2001):

v=-2 % Fcg

2mC A U

En la que V corresponde al numero de onda expresado en cm™, ¢ es la velocidad de la luz
igual a 3x10'" cm/s, k es la constante de fuerza en dinas/cm y p esta dada por la ecuacién 9, en la
que, si se remueve el numero de Avogadro del denominador mediante la raiz cuadrada, se obtiene

la expresion 10:

_ MaMp
(M4+Mp)(6x02x1023)

U Ec. (9)
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11
g = 270t f Ec. (10)

21C

En la que, si se sustituyen los valores de Ty c, se obtiene la ecuacion 11.

¥(cm™) = 4.12\/% Ec. (11)

Modos vibracionales y reglas de seleccion

En una molécula poliatomica se representa a los movimientos oscilatorios como una serie
de vibraciones armonicas, conocidas como modos normales de vibracién de los que una molécula
que sea lineal tendrd 3N-5 modos vibracionales y una molécula no lineal 3N-6, donde N es el

numero de 4tomos en la molécula (Faraldos & Goberna, 2011).

La interaccion entre la radiacion infrarroja y una molécula involucra una interaccion entre el
campo eléctrico de la radiacion electromagnética con el momento dipolar de la molécula por lo que
para que una vibracion sea activa en infrarrojo debe haber un cambio en el momento dipolar de la
molécula al vibrar, condicion que esté representada por la expresion:

ap
I #+ 0 Ec. (12)

Donde p es el momento dipolar molecular y x la coordenada normal del modo de vibracion.
Los modos vibracionales que satisfacen la ecuacién 12 se denominan como activos en el infrarrojo
y se pueden determinar a partir de la simetria de la molécula. La intensidad de cada uno de estos
modos vibracionales es directamente proporcional a la magnitud con la que varia el momento
dipolar, por lo que si la variacion del momento dipolar es grande dard lugar a bandas intensas

(Faraldos & Goberna, 2011).

Los modos vibracionales mas simples en una molécula activa en infrarrojo son los modos de
estiramiento (stretching) que se pueden dar de forma simétrica o asimétrica la cual ocurre a mayores
frecuencias. En el caso de los modos de flexién (bending) que se dan a menores frecuencias. Hay

modos vibracionales méas complejos como tijereteo (scissoring), tension (rocking), aleteo (wagging) y
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torsion (twisting). Los modos vibracionales antes mencionados se muestran en la figura 8 (Pavia., et

al. 2001)
Vibraciones de tension
Simétrica Antisimétrica
Vibraciones de flexion
Balanceo en el plano Tijereteo en el plano
Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano

Figura. 8.  Modos vibracionales activos en espectroscopia infrarroja (Dominguez Capitaine et al., 2020)

Accesorio ATR

La espectroscopia de reflectancia total atenuada (ATR) se basa en el fenomeno de la
reflexion total interna, la cual consiste en que el indice de refraccion del medio incidente sea mayor
al medio que transmite. Durante este fendmeno se produce una onda electromagnética llamada
onda evanescente formada por un haz de luz incidente de didmetro D que ilumina a la interfaz de
manera eliptica, de manera que la onda evanescente solo se produce en esta &rea, la onda se
propaga de manera paralela a la interfaz por lo que no hay un flujo neto de energia a través de ella

como se observa en el esquema de la figura 9 (Milosevic, M., 2012).
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Figura. 9. Esquema que representa la produccion de la onda evanescente, donde D es el didmetro del

haz de luz refractado y 0 es el dngulo resultante. (Milosevic, M., 2012)

Se le denomina atenuada debido a que, en el caso de un material absorbente, éste absorbe
un porcentaje de la onda evanescente y de la intensidad de la luz reflejada por lo que, ésta se ve

disminuida con respecto a la intensidad del haz incidente.

Para llevar a cabo el experimento de ATR es necesario que los cristales usados para esta
técnica tengan un indice de refraccion alto para producir que la luz saliente del accesorio de ATR
produzca reflexiones diferentes, el angulo de la reflexion debe ser de 45° y el cristal por lo general
tiene una forma trapezoidal (Figura 10), por lo que la luz atraviesa en forma de zigzag de la superficie
al fondo del cristal de ATR, lo que provoca que el numero de reflexiones en la superficie sea mayor

que el del fondo del cristal (Milosevic, M., 2012).

Espacio para muestra

Cristal

« Espejos —p

I R

Figura. 10. Representacion de un sistema de ATR (CIATEJ, 2016)



Pagina |31

La espectroscopia de IR con ATR se considera como una técnica espectroscopica universal
debido al amplio rango de muestras que pueden analizarse; tanto solidas como liquidas. Para la
obtencidn el espectro de infrarrojo la intensidad dependera solamente del angulo del haz incidente y

no de la cantidad de la muestra. (Faraldos & Goberna., 2011)

Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman esté relacionada con transiciones vibracionales y rotacionales. El
experimento Raman consiste en irradiar la muestra con un haz laser cuya longitud de onda puede
estar entre el ultravioleta, visible y el infrarrojo cercano y medio. Para esto se pueden utilizar
diferentes tipos de laser dependiendo de la muestra, los laseres producen luz monocromatica en
amplios rangos de longitudes de onda. Entre ellos se encuentran: He—Ne (6328 A), Ar (4579-5145
A)y Kr (5682 y 6471 A),

En el espectro de Raman se miden las frecuencias vibracionales como el desplazamiento

entre la energia del haz incidente y del dispersado (Drago, R., 1992).

Fundamento
El origen del espectro Raman puede explicarse a partir de la interaccién de la luz con una
molécula diatémica en la que al haber dicha interaccion se le induce un cambio en el momento

dipolar dado por la ecuacion:

P = aEycos2mvt Ec. (13)
En la que P corresponde al momento dipolar, £, es la amplitud vibracional y a la
polarizabilidad de la molécula, v es la frecuencia y ¢ el tiempo. Si la molécula est& vibrando con una
frecuencia inicial v el desplazamiento nuclear ¢ se describird con la ecuacion 14, donde qo

corresponde a la amplitud vibracional.
q = qgcos2mv;t Ec. (14)

Cuando los electrones son forzados a oscilar en frecuencias similares a la de la radiacién ese
dipolo inducido generaré energia en todas las direcciones, la molécula al relajarse puede hacerlo de
dos formas: volviendo al estado energético inicial o quedando en un estado de energia diferente

(Nakamoto, K., 2009).
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Si regresa al estado inicial habrd una energia igual a la absorbida produciendo dispersiones
elasticas o de Rayleigh. Por otro lado, si la energia incidente es diferente a la energia liberada se
produciran dispersiones inelésticas. En este caso la molécula queda en un nivel energético més alto
por lo que la energia liberada es menor a la absorbida, aumentando la longitud de onda y
disminuyendo la frecuencia de radiacién. A este tipo de dispersion se le conoce como dispersion
Raman Stokes. Por el contrario, si la energia liberada es mayor a la absorbida esto implica que la
molécula queda en un nivel energético més bajo por lo que se aumenta la frecuencia de radiacion y
disminuye la longitud de onda y se genera la dispersion Raman anti-Stokes (Faraldos & Goberna,

2011).

estados
virtuales de

1} energia

alta energia

luz incidente dispersion de Rayleigh dispersién Stokes dispersion Anti-Stokes
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Figura. 11.  Transiciones del espectro de Raman (Fedulova, L. 2022)

Reglas de seleccion.

En espectroscopia Raman cuando una molécula interactia con un campo eléctrico generado
por el haz laser se distorsiona su nube electronica por lo que las zonas cargadas positivamente son
atraidas hacia el polo negativo y las negativas al polo positivo; esta separacién de cargas produce

un momento dipolar inducido dado por:
P=aE Ec. (15)

Resolviendo la ecuacion 14 en las direcciones x, y, z, se puede deducir:
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P, = a,E,, P

v = oyEy, P, = o, E, Ec (16)

y}
Debido a que la polarizabilidad depende de la orientacién de los enlaces en la molécula con
respecto al campo eléctrico, el momento dipolar inducido también lo hara.

De acuerdo con lo anterior si una de las componentes de la polarizabilidad cambia durante
la vibracion serd activa en Raman.

Si se ilustra a la polarizabilidad como una elipsoide el cambio en su tamafio, forma u
orientacion durante la vibracién producird que una vibracién sea activa en Raman (Nakamoto, K.,
2009, Figural?).

Figura. 12. Cambios en el elipsoide de polarizabilidad del CO;. (Nakamoto, K., 2009)

En una molécula poliatdmica centrosimétrica las vibraciones que sean simétricas con
respecto a su centro de inversion (vibraciones g) son activas en Raman, pero inactivas en IR; pero
las vibraciones antisimétricas (vibraciones u) son activas en IR e inactivas en Raman. Regla que se

denomina de exclusion mutua. (Nakamoto, K., 2009)

2.3 Espectroscopia de absorcion electrénica: UV-Vis.

La radiacion UV-Vis es tan alta energéticamente que produce transiciones electrénicas,
ademas de cambios vibracionales y rotacionales en la molécula. Esto se debe a que al absorber
energia un electron pasa de un orbital ocupado, denominado HOMO (por sus siglas en inglés
Highest Occupied Molecular Orbital) a uno desocupado llamado LUMO (Lowest Unoccupied Molecular
Orbital). Esta absorcion se da en un intervalo muy amplio de longitudes onda ya que las moléculas

tienen modos vibracionales incluso a temperatura ambiente.
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Producto de estos modos vibracionales y rotacionales surgen diferentes niveles energéticos
que estdn muy cercanos entre ellos, por lo que el espectrofotometro no es capaz de resolverlos
produciendo bandas muy anchas que se caracterizan por su longitud de onda maxima, que
corresponde a la méaxima absorcion y por la intensidad, que es la diferencia energética entre el

estado basal y excitado (Pavia, D. et al.,, 2001).
Las transiciones electrénicas perceptibles en el intervalo UV-Vis son:

4+ Transiciones electronicas por orbitales 7, ¢ y n.

Los orbitales moleculares ¢ estan asociados a los enlaces sencillos, mientras que los
a los dobles y triples enlaces. Los orbitales moleculares n (no enlazantes) corresponden a
electrones libres, es decir que no participan en la formacién de un enlace.

Producto de los orbitales moleculares antes descritos se producen las transiciones
o— o*, m— w* Nn— 7 y h— ¢*, (en ésta nomenclatura se utilizan los asteriscos para
designar a los orbitales antienlazantes). Las transiciones ¢— ¢* requieren de mayor energia
por lo que se observan en la region del ultravioleta de vacio, en cambio, las transiciones 7—
7* sl se observan en la zona del ultravioleta, debido a que requieren menor energia. Por
ultimo, las transiciones n—z* al requerir de menor energia que las transiciones N— o*
aparecen a mayores longitudes de onda. Algunas de las transiciones posibles se muestran en

la figura 13 (Faraldos & Goberna, 2011).

E

Figura. 13. Transiciones electronicas posibles entre orbitales T, o y n. (Ferndndez, G., 2015)
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+ Transiciones producidas por transferencia de carga.

Las transiciones por transferencia de carga se presentan en la region del ultravioleta y se
presentan generalmente en compuestos con metales de transicion, aunque existen compuestos
organicos que también pueden presentarlas. Estas transiciones permitidas tienen coeficientes de
extincion molar (€) grandes, de aproximadamente 10%-10° M~'cm™, por lo que resultan muy utiles en
la identificacién de metales ya que la intensidad del color en el compuesto es debido a una

transferencia de carga.

Estas pueden ser de dos tipos: Ligante-Metal o reductivas y se producen por el paso de un
electron presente en el ligante al centro metélico, y usualmente se forman en ligantes con pares de
electrones libres. Se les llama reductivas porque el metal se reduce al recibir al electrén. Son de
menor energia y aparecen generalmente en la region del ultravioleta-visible. Por el contrario, las
transiciones de Metal-Ligante u oxidativas se dan cuando el paso del electron es del metal al ligante
y comunmente se dan en complejos con ligantes que tienen orbitales moleculares 7*. Se denominan

oxidativas debido a que al ceder el electron el metal se oxida.

Generalmente el ion metdlico se reduce y el ligante se oxida, por lo que son més probables las
transiciones de Ligante-metal; sin embargo, cuando el metal tiene un estado de oxidacién bajo y los

ligantes tienen facilidad de reducirse se pueden producir las transiciones metal-ligante.
+ Transiciones por electrones d

Este tipo de transiciones ocurren en metales de transicion en los que la capa externa d se
encuentra parcialmente vacia. Los compuestos formados con estos metales deben sus colores a
este tipo de transiciones d—d; sin embargo, estas transiciones tienen un coeficiente de extincion

molar muy bajo (€ aproximados en el orden de 20-100 M-'cm™), por lo que no son muy intensas.
Para explicar la interaccién entre ligantes y el atomo central se utilizan dos teorias:

La teorfa de campo cristalino: en la que se considera a los ligantes como cargas negativas
puntuales y por lo tanto éstas van a repeler a los electrones en los orbitales d del &tomo central,
produciendo el desdoblamiento de los orbitales d en grupos con diferentes energias. Este
desdoblamiento se usa para explicar propiedades magnéticas, termodindmicas y opticas de este

tipo de compuestos; por ejemplo, en un compuesto de coordinacion de geometria octaédrica
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habra seis ligantes alrededor del ion metélico, por lo que los orbitales d del metal se desdoblaran
en dos series (Figura 14) e;de mayor energia, formada por los orbitales dz? y dx*-y* y t;; que es de

menor energia y contiene a los orbitales dzx, dyzy dxy (Shriver & Atkins, 2010).

°
@ _in 9
°---"~.1y)-‘~~.°
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dy2— > dy2
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dxy dxz dy?

Figura. 14. Desdoblamiento de los orbitales d en un compuesto de geometria octaédrica (Newton, K.,

2023).

La separacion de estos dos grupos produce un parametro llamado energia de campo cristalino
(A,) este pardmetro varia en particular con el tipo de ligantes y pueden ser ordenados en una
serie espectroquimica (Figura 15), dependiendo del tipo de transiciones que produzca; por
ejemplo, si un ligante produce una transicion de alta energia, éste se denomina de campo alto,
por el contrario, si el ligante produce transiciones de baja energia se le conoce como ligante de

campo débil (Shriver & Atkins, 2010).

"< Brr <Cl"<F <OH <H,0<NH; <e

Valores pequefios de Ao

. . Valores grandes de A,
Ligantes de campo bajo

Ligantes de campo fuerte

Figura. 15.  Serie espectroquimica (Jove Corporation, 2023)

Teoria de campo ligante: surge de la combinacién de la teoria de campo cristalino y de la
teorfa de orbitales moleculares. Se centra en los orbitales d del atomo metélico y consiste en

considerar que tanto el ligante como el ion metélico central tienen orbitales de valencia que se
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usan para formar enlaces denominados Combinaciones Lineales de Simetria Adaptada, por sus

siglas en inglés (SALCs).

Considerando un complejo octaédrico rodeado por seis ligantes, (cada uno con un orbital de
valencia dirigido al atomo metélico central), en el que sus orbitales estan divididos
simétricamente en cuatro grupos: (@, tw, €,y tzg), por lo que habra seis SALCs, que se forman
cuando los orbitales de valencia tienen una simetria distinta a la de los orbitales de valencia del
metal, dando origen a orbitales moleculares de enlace y de antienlace (Figura 16). (Shriver &

Atkins, 2010)

Metal Complejo Ligante

Figura. 16. Diagrama de orbitales moleculares de un complejo octaédrico. (Shriver & Atkins, 2010)

Ley de Bouguer, Lambert y Beer

La ley de Bouguer y Lambert establecida en 1760 esta basada en que la energia transmitida
en un medio homogéneo es proporcional a la intensidad de la radiacién incidente. Esta relacién es
una constante denominada transmitancia. En un medio transparente cada capa d absorbera una

misma fraccion de luz incidente. Esto se expresa matemdticamente como:

A= —logloT Ec. (]8)
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En la que A corresponde a la absorbancia y 7 a la transmitancia.

Por otro lado, la ley de Beer, enunciada en 1852, relaciona la radiacion incidente con la
concentracion del espécimen absorbente, por lo que se dice que un fotdn es absorbido cuando
colisiona con una molécula y la probabilidad de que esto suceda es directamente proporcional al

numero de moléculas, por lo tanto, a su concentracion (Ec. 19)
—log,,T=a-c Ec. (19)

La ley fundamental de la espectrofotometria consiste en la combinacion de ambas y es

conocida como ley de Lambert-Beer. Expresada mediante la formula:
A=a-l-c=-log,,T Ec. (20)
Si expresamos la concentracion en molaridad y el camino 6ptico en centimetros, la

absortividad molar (g) se expresara con la ecuacion:

£ = A Ee (21)

- 1(cm) x c (moles/litro)

Por lo tanto, la ley se expresa como:
A= ¢-l-c FEc(22)

Sin embargo, la ley de Lambert-Beer presenta algunas limitaciones ya que solo describe bien
la absorcién en disoluciones diluidas ya que cuando la concentracion es elevada, las particulas estan
muy juntas y la capacidad de absorber radiacion se ve alterada, Otra de sus limitaciones ocurre
cuando, la especie absorbente se encuentra asociada, disociada o interactuando con el disolvente y
cuando por efecto del pH, se da lugar a otras especies, lo que provocaré que la absorbancia no sea
constante. Otros factores que producen desviaciones son la temperatura y la presion debido al
efecto que tienen en el equilibrio quimico y en el volumen de las disoluciones (Faraldos & Goberna,

2011).

Reglas de seleccion e intensidad de las bandas de absorcion
En espectroscopia UV-Vis, las diferentes bandas se caracterizan por su frecuencia,
intensidad y forma, la frecuencia depende del tipo de transicion electrénica y la intensidad varia con

la probabilidad de que se dé dicha transicion. La probabilidad con la que se dé una transicion puede
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ser evaluada mediante el coeficiente de absortividad molar (g) ya que de acuerdo con su valor se

considera a las transiciones como prohibidas o permitidas (Tabla 1).

Tabla. 1. Intervalo esperado de € para distintos tipos de transicion.

Transicién Intervalo esperado de
g (M'em™)
Prohibida <10
Prohibida por regla de <1
espin
Prohibido por regla de 20-100
Laporte
Débilmente prohibida <1000
Permitida <100,000
Fuertemente permitida >100,000

Las reglas de seleccion permiten conocer si una transicion serd permitida o no. Uno de los
criterios para que una transicion sea permitida, es el momento dipolar, ya que, si su valor es
diferente de cero, la transicion sera permitida. Lo mismo ocurre con la intensidad (Shriver & Atkins,
2010)

En espectroscopia UV-Vis se utilizan dos reglas de seleccion para explicar la probabilidad de

que ocurra una transicion:
a) Regla de seleccion de espin

Esta regla enuncia que el campo magnético de la radiacion incidente no puede cambiar la

. - 1 :
valor del espin electrénico (s:+5) en un compuesto; sin embargo, esta regla puede romperse

debido al momento angular del acoplamiento espin-orbital, aunque la transicién tendréd una menor
intensidad comparada con la intensidad de una transicion permitida. La intensidad de una transicion
prohibida por regla de espin aumenta con el incremento del nimero atémico. A esto se le conoce

como efecto del dtomo pesado.
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b) Regla de seleccion de Laporte

La regla de seleccion de Laporte consiste en que en una molécula centrosimétrica las unicas
transiciones permitidas son las que conllevan un cambio de paridad, por lo que las transiciones
entre los términos g (gerade) y u (ungerade) son permitidas. Lo que indica que en un compuesto
centrosimétrico si no hay un cambio en el numero cuéntico / entonces no habra cambio en la

paridad.

En los compuestos de coordinacién octaédrico las transiciones d—d del metal son g —g, por

lo tanto, son transiciones prohibidas, lo que nos permite entender que hay casos en los que esta
regla puede romperse. Uno de ellos es cuando el compuesto sale ligeramente de su centrosimetria
debido a la asimetria intrinseca que presenten los ligantes, o una distorsion impuesta por el
ambiente e incluso por el empaquetamiento, en el caso de cristales. Otro de los casos en los que la
simetria en el centro de inversion se rompe es cuando el compuesto se somete a vibraciones

asimétricas producidas por estimulos externos. (Shriver & Atkins, 2010)

2.4 Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Resonancia
Paramagnética Electronica (EPR)

La Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear se basa en la interaccion magnética de
los nucleos frente a un campo magnético, produciendo una diferencia energética (Efecto Zeeman
nuclear; Pavia, D., et al., 2001)

Fundamento

Los nucleos atomicos tienen una propiedad llamada espin que indica que el nucleo se
mantiene girando. En el caso de las particulas subatdmicas como protones y neutrones ambos
tienen un numero cuéntico de espin de 2. Dependiendo de su acomodo en el nucleo el valor del
espin nuclear (/) puede ser igual a cero o diferente de cero. En el caso de espines desapareados /
puede tomar valores de 1/,,3/,, 5/, etc. Por lo que la multiplicidad de espin esta dada por: 27 +1. Los
momentos magnéticos electrénicos y nucleares son propiedades de las particulas por lo que poseen

momentos angulares totales dados por la ecuacion:
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Ji = hl Ec. (23)

En donde / es el operador del momento angular de espin y 2= h/2x (h es la constante de

Planck). Para un nucleo de hidrogeno /= "2 por lo que tendra dos estados permitidos para su nucleo

Y.

my es el nimero cudntico de momento angular de espin nuclear y es una constante fisica con

valores de —/ g +1.

En ausencia de un campo magnético aplicado todos los estados de espin nuclear tienen la
misma energia. Lo contrario ocurre al aplicar un campo magnético ya que el ntcleo al ser una
particula cargada en movimiento tiene la capacidad de generar su propio campo magnético (u). Por
otro lado, al aplicar un campo magnético, los protones se orientan opuestos mientras que los
momentos magnéticos de los nucleos se alinean en direccion al campo. En el caso del &tomo de
hidrégeno, éste solo puede adoptar dos orientaciones + 72 de menor energia y —72 de mayor energia

(Figural8, Pavia, D., et al., 2001; Drago, R., 1992).

|y pr— Campo
magnético
| l aplicado
(Bo)
espin + %2 espin - %
alineado opuesto al
al campo campo

Figura. 17.  Orientacion del espin del hidrogeno frente a un campo magnético.

El fendbmeno de resonancia ocurre cuando el nucleo se alinea con el campo magnético
provocando que se absorba energia y haya un cambio en la orientacion del espin, la absorciéon de

energia es un proceso cuantizado por lo que debe ser igual a la diferencia de energia entre ambos
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estados de acuerdo con la ecuacion 24, la cual esta en funcion del campo magnético aplicado (By).

AE = (E_l - E+1> = hv Ec. (24)

2 2

La diferencia energética entre ambos estados al aplicarse el campo magnético corresponde a
la radiaciéon en radiofrecuencia. A mayor radiofrecuencia el campo magnético sera mayor; por lo
tanto, el desdoblamiento entre los estados de espin serda méas grande (Figural9, Pavia, D., et al., 2001,
Drago, R.,1992)

A m= )

Energia | m=-% m=+%2 .~

< AE
Sin campo S o
magnético S
=~ ~
S - M=+¥
Campo magnético
aplicado

Figura. 18. Desdoblamiento de los estados m/= +: frente a un campo magnético (efecto Zeeman

nuclear).

Otro factor para considerar en el desdoblamiento de los niveles energéticos es la naturaleza,
ya que cada nucleo tiene diferente radio de momento magnético debido a sus diferencias en la
carga y masa: a este radio se le llama constante giromagnética (y) y representa la relacion entre el

momento magneético nuclear y el momento angular nuclear.
AE =y (5=) Bo = hv Ee. (25)

Mecanismo de absorcion del campo magnético (Resonancia)

Los protones absorben energia debido a que en un campo magnético aplicado tienen un
movimiento llamado precesion (Figura 19). Este movimiento se lleva con una frecuencia angular,
denominada frecuencia de Larmor (w). La frecuencia a la que un protén precesa es directamente

proporcional a la fuerza del campo magnético aplicado. Debido a que el nucleo tiene carga, el
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movimiento de precesiéon genera un campo eléctrico oscilante de la misma frecuencia. Cuando la
frecuencia de la componente de campo eléctrico de la radiacion incidente choca con la generada
durante la precesion ambos campos se acoplan y la energia de la radiacion incidente es transferida
al nucleo provocando un cambio de espin. A este fendmeno fisico se le conoce como resonancia

(Pavia, D, et al., 2001).
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Figura. 19.  Precesidn del espin nuclear en presencia de un campo magnético. (Brusaferri, L., 2020)

Contribuciones al desplazamiento quimico

La resonancia magnética nuclear (RMN) es de gran utilidad debido a que los protones
presentes en la molécula presentan resonancia a diferentes frecuencias (desplazamiento quimico).
Ya que cada protdn tiene un ambiente quimico diferente, su sefial en el espectro de resonancia seré

a diferentes frecuencias lo que facilita su identificacion.

Diversos factores pueden afectar al desplazamiento quimico entre ellos los grupos vecinos,
disolvente y factores propios como el apantallamiento en que el nucleo al estar rodeado por
electrones los cuales en presencia del campo magnético producen una corriente electronica
diamagnética local que genera un campo magnético opuesto al campo aplicado que apantalla al

nucleo. El apantallamiento depende de la densidad electronica cercana al nucleo, por lo que es
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inversamente proporcional al radio de Bohr. Por lo tanto, si el nucleo esta cercano a un 4tomo

electronegativo, este efecto disminuira afectando al desplazamiento (Atkins, P 1998).

Mecanismos de relajacion

Se le denomina relajacién de espin al proceso en el que los espines regresan a una
distribucion en la que los estados +% y —Y% se encuentran igualmente poblados. Existen dos
mecanismos de relajacion denominados 77 y 7. Los mecanismos de relajacion influyen en la forma
de las sefiales por el principio de incertidumbre y se relacionan con la ecuacion:

AE At ~ R Ec. (26)

En la que AE = hAvy At =T,. El tiempo de vida del estado excitado y el rango de
frecuencias esté dado por: Av = 1/T2 (Atkins, P 1998).

Mecanismo de relajacion T, espin-red o longitudinal

Estd asociado con la interaccion de los espines nucleares con su entorno molecular,
incluyendo el disolvente. Es producido por el campo magnético generado por el movimiento de las
moléculas, el cual estimula a los espines nucleares a hacer el cambio de -%2 a + %2 o viceversa
provocando un equilibrio térmico y por lo tanto la relajacion. El equilibrio térmico se logra por
intercambios de energia provocados por las transiciones entre ambos estados. (Atkins, P 1996;

Mengana-Torres, Y, 2016)

Los tiempos de relajacion oscilan entre 1072 y 10%s, pero los tiempos pueden ser del orden
de 10™ s si hay iones paramagnéticos en el compuesto analizado, esto sucede porque los iones
paramagnéticos tienen campos magnéticos mas intensos que se distribuyen de manera eficiente a la

red causando relajacion.

El proceso de este mecanismo puede ser descrito como la disminucién del campo
magnético en la componente z de la magnetizacion, por lo que se conoce como relajacion

longitudinal.
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ALY

Figura. 20. Mecanismo de relajacion T;

Mecanismo de relajacion T, espin-espin o transversal

El mecanismo de relajacion 7> esta asociado con la interaccion entre los espines nucleares.
La relajacion es producida porque los espines nucleares dejan de precesar, por lo que pierden el
campo magnético. Este proceso afecta a las componentes x y de la magnetizacion, por lo que se le

conoce como relajacion transversal y puede ser producida por tres factores:

El campo magnético: cuando no es homogéneo los protones con un ambiente quimico igual
experimentaran diferentes campos dando origen a una distribucion de frecuencias lo que provocara

una banda ancha.

Desplazamiento quimico: los espines nucleares que precesan a diferente frecuencia producen
los diferentes desplazamientos, por lo tanto, habrd un campo magnético no homogéneo lo que

provoca un ensanchamiento en la sefial.

Interaccion espin-espin: en este proceso un nucleo en estado excitado le transfiere energia a
otro en estado basal regresando a su estado inicial. Este factor se ve afectado con la presencia de
iones paramagnéticos, en que al tener electrones desapareados sus espines electronicos producen
campos magnéticos fluctuantes causando relajacion nuclear. La interaccién depende del nucleo
resonante ya que, si la rotacion del nucleo es més rapida que la relajacion electronica el nucleo vera
al electron con la misma magnitud, pero en diferente posicién, por lo que la relajacion nuclear sera
producto de un acoplamiento dipolar. Si el momento magnético electrénico se alinea con el campo

magnético inducido causara un campo magnético que el nucleo sentird a través del espacio.
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La relajacion nuclear en sistemas con dtomos paramagnéticos sera mas eficiente por lo que
los tiempos de relajacion serdn menores produciendo ensanchamiento de las sefiales en el espectro.

(Atkins, P 1998, Mengana-Torres, Y, 2016)
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Figura. 21. Mecanismo de relajacion T

Resonancia Paramagnética Electronica (RPE)

2.5 Difraccion de Rayos-X en monocristal.

Los rayos X son un tipo de radiacion electromagnética transversal de onda corta, cuya
longitud de onda oscila entre 10® y 107> m con frecuencias de entre 10'® a 10% Hz. El rango
utilizado en cristalografia de rayos X es 5x107'" a 2.5x107® m y la intensidad con la que atraviesan
la superficie es proporcional al cuadrado de la amplitud de la vibracién (Guinier, A., 1963; Faraldos &

Goberna, 2011).

La difraccién de rayos X es producto de la dispersion de cada atomo y de la interferencia
entre las ondas dispersadas por ellos. Considerando un haz monocromatico de rayos X que difracta
en un centro dispersante con una amplitud de la vibracién Aycos2mvt en un punto O, la amplitud

(A) de la onda dispersada a una distancia r estd dada por la ecuacion:

A= fAqcos |2mv (¢ =) — ] Ec. (27)

Donde f es el factor de dispersion en funciéon del angulo 26 entre los rayos incidente y
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dispersado y 1 es el desplazamiento de la fase dispersora cuando el centro dispersante es un

electron libre ¢ es igual a 1 (Guinier, A., 1963).

En un solido cristalino los haces de rayos X dispersados estan definidos por la ley de Bragg.
Considerando a la red cristalina como un conjunto de planos reflectantes separados por una
distancia d, para calcular el angulo entre el cristal y el haz de rayos X se emplea la ley de Bragg dada

por la ecuacion:

nd = 2dsenf Ec. (28)

Reescribiendo la ley de Bragg: senf = ni/2(1/d) Ec. (29)

En la que se sen 6 es inversamente proporcional al espaciado d en la red cristalina, por lo que
las estructuras con mayor espacio en la red tendrén un patréon de difraccién compacto; mientras que
en estructuras con espacios reducidos sus patrones seran extensos (Atkins, P, 1998; Faraldos &

Goberna, 2011).

Cuando un haz de rayos X colisiona con un atomo, éste absorbe su energia, desplaza a los
electrones de las capas internas y genera un espacio en la estructura atomica volviéndola inestable.
El efecto fotoeléctrico es la emision de un fotén de rayos X producida por un electrén externo del
atomo que ocupa el espacio generado para volver a su estado de minima energia (Figura 23); Solo
los electrones que cumplen con el momento angular orbital Al = +1y el momento angular total

Aj = 41 o 0 pueden ocupar el espacio generado (Guinier, A., 1963; Faraldos & Goberna, 2011).
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Figura. 22.  Efecto fotoeléctrico (Faraldos & Goberna, 2011)

Debido a que los estados de energia de los electrones estdn cuantizados y son caracteristicos
de cada elemento, los fotones de rayos X emitidos son caracteristicos de cada atomo. La relacion
existente entre la energia de una transicion de rayos X emitida y los &tomos que la generan se
descubri6 en 1913 por H.G.J. Moseley proponiendo que la energia de los fotones es dependiente del
numero atomico (ecuacion 29), en la que &; y 0; son constantes para cada transicion (j), (Faraldos &

Goberna, 2011)
E=k(Z-0)"  Ec (30

A partir de esta ecuacion se deduce que la posicion de las lineas de emision es inversamente
proporcional al cuadrado del numero atémico y las frecuencias aumentan con el numero atémico.
Si se identifica la frecuencia o la longitud de onda de la linea caracteristica se puede identificar al
elemento por su numero atdmico. Si se midiera la intensidad de esta linea se puede estimar la

concentracion atémica del elemento. (Faraldos & Goberna, 2011)

A la dispersion de rayos X en posiciones ordenadas se le llama difraccion y es producida por
que los elementos absorben y reemiten la radiacion en todas las direcciones. Al hacer incidir un haz

de rayos X sobre un cristal, choca con los atomos produciendo ondas que pueden interferir entre
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ellas de manera constructiva o destructiva.

Los haces difractados por un cristal no son haces reflejados. A diferencia de la luz, los rayos
X solo serén reflejados tanto por la superficie como por su interior cuando inciden sobre el cristal
en direcciones especificas. Por lo tanto, el difractograma sera producido cuando el haz de rayos X
con una longitud de onda A incide sobre dos planos de &tomos paralelos y es difractado con un
angulo 0. Las ondas difractadas producirdn una intensidad méaxima que sera captada por un
detector. La posicién de cada pico de difraccion dependeréd del espaciado en la red cristalina y es

caracteristico de cada especie cristalina. (Faraldos & Goberna, 2011, Guinier, A., 1963)

Un difractograma de rayos X consta de los datos de intensidad en funcién del éngulo de
difraccion y a partir de este se obtiene la posicion, intensidad y perfil de los picos. En el caso de la
posicién esta serd expresada en valores de 6, 20, d 0 6=1/d?y es producto de la ley de Bragg y la
ecuacion del espaciado cristalino, por lo que la direccién en la que el haz es difractado depende del

sistema cristalino y de sus parametros de red.

La segunda caracteristica en un difractograma es la intensidad de los picos la cual dependera
del angulo de dispersion. Otros factores que influyen en la intensidad son: el factor de estructura (F),
que depende de la posicion y es igual a la suma de los factores de dispersion de los &tomos

individuales (ecuacion 31)

F(0) =X1f; Ec. (31)

En la que el (0) es igual al numero de electrones en el grupo de 4tomos considerados;
sin embargo, la intensidad se verd afectada por otros parametros como: la distancia interatdmica, el
factor de Lorentz que considera variables geométricas, la absorcién que depende de la opacidad de
la muestra y de como la radiacion atraviesa la muestra y de la temperatura, debido a que las

vibraciones térmicas son menores a bajas temperaturas.

Por ultimo, el perfil de los picos en un difractograma se ve afectado por factores
instrumentales y de la microestructura de la muestra. El ensanchamiento de los picos se debe al

tamafio de los dominios coherentes. (Faraldos & Goberna, 2011; Guinier, A., 1963)
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Estructura cristalina

Los solidos cristalinos (Figura 24) se caracterizan por tener grandes fuerzas de cohesion entre
las particulas que los componen, tienen una distribucion ordenada y periddica en el espacio. Debido
a esta periodicidad presentan formas regulares con aristas, caras y vértices definidos. (Faraldos &

Goberna, 2011)

Figura. 23. Estructura de un sdlido cristalino (cuarzo) (Osorio, H., 2010)

En 1850 Auguste Bravais definié la estructura cristalina como una red producto del
agrupamiento de paralelepipedos formados por algunos atomos denominada celda unitaria, que esta
definida por los pardmetros: a, by c y tres angulos a, fy y (Figura 25). (Atkins, P, 1998, Faraldos &
Goberna, 2011)



Figura. 24. Pardmetros de una celda unitaria
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Hay cinco posibles formaciones para redes planas: paralelogramo, rectangulo, cuadrado,

hexagono y rombo; por lo que si apilamos estas redes se generan catorce redes conocidas como

redes de Bravais (Figura 26, Atkins, P, 1998, Faraldos & Goberna, 2011)
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Figura. 25.  Pardmetros de las redes cristalinas de Bravais
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Desde un punto de vista geométrico se puede considerar a las redes como lineas y planos
reticulares que pasan a través de la red, por lo que se usa la distancia minima de interseccion para
designar una serie de planos paralelos. Los indices de Miller son un triplete de numeros enteros que
representa y describe al conjunto de familias de planos mediante las letras hkl. (Atkins, P, 1998,

Faraldos & Goberna, 2011)

Las ropiedades fundamentales de los cristales son: homogeneidad (todos los nudos de una
red cristalina son idénticos), anisotropia (segun la cual determinadas propiedades de un cristal como
conductividad eléctrica, calorifica, propagacion de la luz, etc.,, dependen de la orientacién que se
considere). y simetria (definida por los operadores: centro, eje y plano de simetria). De las 32 clases
cristalinas, solo 11 tienen centro de simetria, y se conocen como grupos de Laue. (Faraldos &

Goberna, 2011)

Al combinar las 32 clases cristalinas con las 14 redes de Bravais se obtienen 230 modos
posibles de repetir un objeto, se les denomina grupos espaciales y representan las diferentes formas

de adecuar las redes de Bravais a la simetria de las estructuras. (Faraldos & Goberna, 2011)
Refinamiento cristalino

El objetivo del refinamiento cristalino es obtener las posiciones atomicas a partir de los
datos de difraccion; sin embargo, esto no es posible con los datos experimentales debido a que de
estos solo se obtienen magnitudes y no fases para los factores de estructura, por lo que para
resolver este problema se utilizan otros métodos, por ejemplo en la ecuacion 32 se propone que las
intensidades medidas sean proporcionales al cuadrado de los factores de estructura; sin embargo,

las intensidades solo dependeran de los vectores interatomicos.

|Ful? = 202, f7 + 2 Xkt fifi cos2mh - (17 — 1) Ec. (32)

En la que Fes el factor de estructura, flos factores de dispersion y rlos vectores atémicos de
posicién; sin embargo, las intensidades solo dependerdn de los vectores interatémicos. La

posibilidad de resolver este tipo de sistemas de ecuaciones implica una solucién aproximada o
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modelo estructural inicial que puede ser refinado hasta obtener el mejor arreglo a partir de los datos

experimentales.

El pardmetro comunmente usado para expresar el ajuste entre las intensidades de difraccion

calculadas y las observadas, es el indice o factor R (Ecuacion 33)

_ ZllFR|-KI|Fgl _ ZnAFn

R —
Yl Fe | Yn|Fy |

Ec. (33)

En la que K es un factor obtenido de K = Y, |F2 |/ XnlFs|.

En general un modelo con valor de R< 0.04 si es centro simétrico o 0.05 si no lo es se
considera un buen ajuste. En el caso de cristales que contienen una o mas moléculas de disolvente
el modelo inicial no estard completo y el factor R no disminuird de 0.15-0.25 hasta que las

posiciones de las moléculas de disolvente sean tomadas en cuenta (Giacovazzo, C., et al, 2020).

Andlisis graph-set en estructuras cristalinas

El andlisis graph-set consiste en visualizar los patrones de puente de hidrogeno

topolégicamente somo si fueran redes entrelazadas (lineas) con moléculas (nodos).

El origen de este andlisis surge en 1968 con Hamilton & Ibers quienes asignaron a las redes
de puentes de hidrogeno los N (el numero de puentes de hidrégeno por punto) y M (el numero de

moléculas a las cuales un punto esta unido por hidrogeno).

El graph-set es una descripcion que indica cuantos donadores y aceptores son usados en un

patron de puente de hidroégeno y cuél es la naturaleza del patron

El anélisis graph-set utiliza nomenclatura en la que G es un descriptor referente al patrén, su
grado (r) y el numero de donadores (d) y aceptores (a). Hay tres asignaciones para los enlaces de

hidrogeno son intermoleculares: C (cadenas infinitas de enlaces de hidrdgeno), R (anillos) D (dimeros no
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ciclicos).S indica un enlace de hidrogeno intramolecular. Son utilizados de la forma: G§ (7).

La principal aplicacion del anélisis graph-set en la estructura cristalina es comparar y analizar

conjuntos de moléculas (Etter, M., et al, 1990).

R2(12) €3(5)

Figura. 26. Arreglos por puente de hidrdgeno para las estructuras FIPAMINO (izquierda) y FIPIMIDA
(derecha)

2.6 Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana es un proceso natural de los microorganismos, el cual es
considerado como emergencia de salud publica debido a su descontrolada diseminacion; su

principal causa es por el uso inadecuado de antibidticos. (De la fuente, N. et al., 2015)

En febrero de 2017 la OMS publicé una lista de patogenos para los que desarrollar nuevas
terapias antimicrobianas son urgentes; este grupo de patdgenos es denominado como ESKAPE, este
acronimo incluye a seis bacterias que tienen multiresistencia a antibacterianos y alta virulencia:
Enterococcus  faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Enterobacter spp. Estas bacterias ocasionan enfermedades

severas con elevada mortalidad como lo son las infecciones en torrente sanguineo y la neumonia.
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(De Oliveira, D., et al, 2020; Mulani, M., et al, 2019)

Staphylococcus aureus

Es un patogeno que coloniza mayormente en humanos, es una bacteria Gram positiva,
anaerobia facultativa, catalasa y coagulasa positiva. Produce infecciones potencialmente mortales
como infecciones en piel y tejidos blandos (vasos sanguineos, musculos, etc.) endocarditis
bacteriana, infecciones pulmonares e infecciones relacionadas a dispositivos médicos. Es altamente
contagiosa y capaz de inducir infecciones crénicas debido a su alta capacidad de desarrollar

resistencia antimicrobiana.

De acuerdo con la OMS la patogenicidad de Staphylococcus aureus es una amenaza mayor a

la salud humana en todo el mundo (Mancuso, G., et al, 2021).

Escherichia coli

Es una bacilo Gramnegativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae. Es
considerada parte de la microbiota intestinal; sin embargo, hay cepas capaces de ocasionar diversas
infecciones principalmente gastrointestinales. Los principales grupos causantes de infecciones se
clasifican en: enterotoxigénica, enterohemorrdgica, enteroinvasiva, enteropatdgena y
enteroagregativa. Las enfermedades producidas por E. coli ocasionan en promedio 2 millones de

muertes al afio (Rodriguez-Angeles, G., 2002).

Figura. 27. Bacterias de interés en este trabajo. a) Staphylococcus aureus y b) Escherichia coli. (Janice

Haney Carr, 2001) (National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), 2002)
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Las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos son utilizadas en &areas como el
descubrimiento de farmacos, epidemiologia y prediccion de nuevas terapias antimicrobianas, estas
pruebas se desarrollan por diferentes métodos in vitro y definen la actividad de un antibiotico frente

a un microorganismo.

Los métodos maés utilizados son los de difusion en disco o los métodos de dilucion en agar o

caldo. (Balouiri M., et al, 2016)

Método de difusion en disco

Se desarrolld en 1940 y estéd basado en los trabajos de Kirby y Bauer; es uno de los métodos
que el Comité Nacional para Estdndares de Laboratorio Clinico (NCCLS, por sus siglas en inglés)
recomienda para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. Consiste en
inocular una superficie de agar en cajas Petri con una concentracion estdndar de la bacteria
problema para después colocar discos de papel filtro de 6mm de didmetro impregnados con una
determinada concentracion de los antibacterianos, una vez depositado el disco el antibidtico
comienza a difundir provocando la inhibicion de la bacteria. Las placas se incuban de 18 a 24 horas.
El antimicrobiano difunde en el agar e inhibe germinacion y crecimiento del organismo de prueba.
Aparecen zonas de inhibicion alrededor del disco, las cuales son medidas y en base a los didmetros
de inhibicion se interpreta como susceptible, intermedia o resistente. (Balouiri, M., et al, 2016, Picazo,

2000)

A pesar de ser una técnica sencilla y accesible, no es la metodologia apropiada para

determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC).

MIC es la concentracion més baja de antibiotico expresada en mg/L para inhibir el
crecimiento visible de un microorganismo; mientras que la MBC o concentracién minima
bactericida es la cantidad mas baja en mg/L en la que un antimicrobiano es capaz de reducir el

99.9% de microbios después de incubar por 24h. (Balouiri, M., et al, 2016, Picazo, 2000)



Pagina |57

Método de dilucion

Los métodos de dilucion ya sea en caldo o en agar son los méas apropiados para la
determinacion de la MIC y MBC, ya que pueden ser medidas cuantitativamente mediante micro o

macrodilucion.

El procedimiento consiste en preparar diluciones al doble (por ejemplo 1, 2, 4, 8, 16, 32
pg/mL) al doble del agente antimicrobiano en un medio de crecimiento liquido, en el caso de
doxiciclina el Instituto de Estdndares Clinicos y de Laboratorio, (CLSI, por sus siglas en inglés)
recomienda buffer fosfato salino o PBS. Las diluciones se colocan en tubos (2mL) o pocillos (100pL)
dependiendo del volumen, en el caso de macrodilucion serdn 2 mL como minimo; mientras para
microdilucién serd de 100 yL. Cada tubo o pocillo se inocula con el agente microbiano preparado
en el medio de crecimiento ajustado a 0.5 en la escala de McFarland y se mezclan los pocillos o

tubos para después incubarlos bajo condiciones determinadas por el microorganismo.

Por ultimo, se hace la determinacién de la MIC y MBC mediante métodos colorimétricos
basados en el uso de sales de tetrazolio, principalmente cuando la determinaciéon se hace en

microdilucion.

Algo que se debe considerar es que tanto los medios de crecimiento, la concentracion, la
preparacion del inoculo y el tiempo de incubacion pueden influir en los valores de la MIC; sin

embargo, estos parametros estan estandarizados por el CLSI. (Balouiri, M., et al, 2016, Picazo, 2000)

Control de calidad

El control de calidad de estos métodos se realiza usando cepas control provenientes de
centros que se dedican a la produccion y mantenimiento de cepas bacterianas como la American
Type Culture Collection (ATCC) recomendadas por el CLSI y el NCCLS. El uso de estas tiene como
finalidad asegurar que la prueba de sensibilidad es realizada de manera correcta ya que cada cepa
control tiene limites de referencia establecidos por la regulacion internacional. (Luis, M., 1999;

CLSI/NCCLS, 2009)
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Figura. 28. Cepas ATTC utilizadas en el control de calidad en pruebas de sensibilidad antimicrobiana

(Scharlab, 2023)
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3.1 Disolventes y Reactivos

Para la sintesis de los compuestos de coordinaciéon se usaron como ligantes: imidazol, 4-
nitroimidazol, 1,1-carbonildiimidazol, 4-aminopiridina, fluconazol, metronidazol (extraidos de
tabletas comerciales) y bis-tris metano. Como sales de cobre se utilizaron: cloruro de cobre
dihidratado y bromuro de cobre. Las sales de cobre y el bis-tris metano fueron adquiridos del

proveedor Sigma-Aldrich y usados sin purificacion previa.

Como disolventes se busco que los disolventes fueran de fécil acceso y poca toxicidad por lo

que se utilizé: agua destilada, etanol al 70% y metanol.

Los disolventes usados para RMN-'H fueron D,O, CDsOD y DMSO-ds; para los analisis de

UV-Vis se us6 agua destilada.

Todas las reacciones se repitieron cuatro veces.

3.2 Instrumentacion y equipos analiticos

Para la determinacion de temperatura de fusion se us6 un Fusiometro marca Mel-Temp y tubos

capilares de vidrio de 75 mm.

Los espectros de infrarrojo se hicieron en un espectro de infrarrojo Cary 630 FT-IR con

detector de ATR en la zona del infrarrojo medio de 4000-400 cm™ de la UDLAP.

Para los espectros de UV-Vis se utilizo el equipo HACH DR-5000 del laboratorio de
adsorcion y catélisis del ICUAP, en un rango de 400-1100 nm, con celdas de cuarzo para la

medicion.

Los datos de difraccion de rayos-X se obtuvieron de los equipos: Xcalibur Gemini de Agilent
technologies de la Facultad de Quimica de la UNAM con un detector CCD-Atlas y fuente Enhance
de 3kW con una radiacién de Mo y longitud de onda (A) de 0.71073 A. El software usado para la
medicion de los datos fue CrysAlis Pro para XUBNIR, FIPBROMO y FIPRAY-H y para los
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compuestos FIPRAY, FIPAMINO Y FIPIMIDA se uso¢ el difractdometro del Instituto de Fisica “Luis
Rivera Terrazas” con el equipo STOE Stadivari, con micro fuente de radiacion de Ag de la marca
AXO (A=0.56083A) y un detector DECTRIS Pilatus-100K a temperatura ambiente. Para el calculo

del refinamiento se usé SHELXL mediante la interfaz Olex2.

El equipo usado para los espectros de RMN-'H fue un espectrofotémetro Bruker de 500
MHz del ICUAP. Para los compuestos se hicieron 1058 barridos en un rango de -100 a 100 ppm en

tubos de borosilicato de 5 mm.

Los anélisis por espectrometria de masas se realizaron en el Instituto de Quimica de la
UNAM en un equipo JEOL- JMS-SX 102 A, por la técnica de Fast Atom Bombardment (FAB) en
una matriz de NBA (Nitrobencil Alcohol).

El equipo usado para RAMAN fue un espectro de RAMAN acoplado a un microscopio
confocal marca Horiba modelo XploRA PLUS del departamento de Ciencias Quimico-Biologicas de
la UDLAP con un laser He—Ne de 532 nm, en un rango de 10 y 50% de su potencia (100 mW)
dependiendo de la sensibilidad térmica de las muestras. Las muestras fueron depositadas sobre un
portaobjetos de vidrio y analizadas con una rejilla de difraccién de 1200 g/mm, con un area de

analisis de un didmetro de aprox. 0.72 mm usando un objetivo de 100x.

Los espectros de IR, UV-Vis, Raman, RPE y los resultados de los anélisis microbiolégicos se
graficaron usando el programa Origin 2023, mientras que para RMN se usé el programa

MestReNova.

Las fotografias de los cristales de materia prima y productos se obtuvieron en un

microscopio estereoscopico marca Carl Zeizz modelo Stemi 508.
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3.3 Aislamiento de metronidazol y fluconazol

a) Metronidazol

Para su extraccion se utilizaron tabletas comerciales de 500 mg de marca Messeldazol, se
trituraron las 30 tabletas hasta obtener un polvo fino y se mezclé en 50 mL de etanol al 70%. Se
filtré para retirar el excipiente y la solucion obtenida se dejé evaporar a temperatura ambiente hasta
obtener cristales. Para verificar la obtencion del metronidazol se midié la temperatura de fusion del
compuesto obtenido y se compar6 con el reportado en la bibliografia.
b) Fluconazol

Se usaron cépsulas de 100 mg de marca Ameztram, se separaron las 10 capsulas para
obtener el polvo del interior y se disolvio en etanol al 70%. Se filtr¢ retirando el excipiente, una vez
obtenida la solucion se dejo evaporar a temperatura ambiente hasta la obtencién de cristales y se
midi6 su temperatura de fusion y se compar6 con el reportado en la bibliografia para verificar la

presencia del compuesto.

Figura. 29.  Cristales de materia prima a) metronidazol y b) fluconazol
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Figura. 30. Esquema de reacciones de los compuestos obtenidos
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3.4 Sintesis de los precursores [CuCl(bis-tris)]Cl (FIPRAY) y
[CuBr(bis-tris)]Br (FIPBROMO).

a) Fipray

H,O

CuCl, 2H,0 + CgH,(NO, = > [CuCI(CH,(NO,)ICI + 2H,0
Reaccion para la obtencidn de FIPRAY

Se peso la cantidad equivalente a 1 mmol de bis-tris y 1 mmol de CuCly2H;O y se
disolvieron en 30 mL de agua destilada en un vaso desechable. Obteniéndose una solucién color

azul cielo, se dejo evaporar a temperatura ambiente de 7 a 10 dias obteniéndose cristales azul

turquesa de forma rombica.

b) Fipbromo

CuBr, + C;H,NO, — "2 [CuBr(C,H,,NO,)]Br

Reaccion para la obtencién de FIPBROMO

Se pesaron 210 mg de bis-tris y 223 mg de CuBr,, ambas materias primas se disolvieron en
30 mL de agua destilada en un vaso desechable, obteniéndose una solucién azul que al tercer dia se

vuelve verde, se dejo evaporar a temperatura ambiente entre 7 y 10 dias obteniéndose cristales

color verde esmeralda.
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Figura. 31. Cristales de FIPRAY (izquierda) y FIPBROMO (derecha)
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3.5 Sintesis de XUBNIR y FIPRAY-H
1) Sintesis de XUBNIR

wo_ ¢ on
K\Cuh/) [ N ]
N
S e oD
N AN %
HO /(I)H o @ NQ = >Cui CI"+ C,H,NO, + CO,
K CDI [» K/N
- N —
| o i XUBNIR
FIPRAY

Esquema de reaccion para obtener el compuesto XUBNIR

Se pesaron 0.343 g de FIPRAY y 0.163 g de carbonildiimidazol (CDI) y se disolvieron en 30
de mL de agua destilada a temperatura ambiente. Se formo una solucién color azul marino, que se
dej6 evaporar a temperatura ambiente por 10 dias, obteniéndose cristales azul marino de forma
rombica (Figura 31); Sin embargo, el andlisis por difraccién de rayos X en monocristal indico que el
compuesto se encontraba reportado en la base de datos del CCDC como XUBNIR, (Otieno y cols.
2001), el cual estd formado por un 4tomo de cobre y cuatro moléculas de imidazol, por lo que se
sintetizé por otra ruta con la finalidad de evitar reactivos innecesarios. Para esto se utilizé 0.170 g de
CuCly2H,0 y 0.280 g de imidazol disueltos en agua destilada. La solucién se dejo evaporar por 7
dias, obteniéndose cristales azul marino, que por temperatura de fusion (211°C) se determind que
era el compuesto XUBNIR.

H,O
H,N, ——>[CuCI(C,,H N,)ICI + 2H,0

3472

CuCl,2H,0 + 4C

Reaccidn alterna para la obtencion de XUBNIR
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Figura. 32. Cristales de XUBNIR

2) Reaccion de Fipbromo con metronidazol

- Br- N AN
o HO\| 2+/OH O- \E/>/ 3
o7 Y\N k T / H,0 HO T

—/< + /\IL/\ 2 \Cu2+/OH

ch, [HO OH /|\/ 2Br
HO N7

HO

HO

Esquema de reaccion para la obtencién de FIPMETRO
Se hicieron reaccionar Immol de metronidazol con 0.412 g de fipbromo en 30 mL de agua
destilada, obteniéndose una solucion color azul cielo que al paso de 3 dias se volvid verde. Se dejo
evaporar a temperatura ambiente obteniéndose cristales color verde y un residuo negro por lo que
se les hicieron lavados usando metanol; sin embargo; al hacer los anélisis, el producto correspondié
al precursor, por lo que se hicieron otras reacciones para la obtenciéon del producto esperado, pero

no se tuvo éxito.
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3) Sintesis de FIPRAY-H

| 2+/OH

Ve

HO N/OH

HO
FIPRAY

HO cfr OH I
EtOH \/Tuz+]
t F
_ F [ _
Cl+ v 50°C / 1:1 o N T Zﬁ\: HC
N N~n L/ \/”
| N
Lp & i
Fluconazol
HO
FIPRAY-H

Esquema de reaccion para la obtencion de FIPRAY-H

Se pusieron a reaccionar 1 mmol (0.343 g) de FIPRAY con 1 mmol (0.307 g) de fluconazol en

15 mL de etanol al 70%.

Debido a que el FIPRAY no se disuelve con facilidad se puso la solucién a

calentamiento (50°C) y agitacion por 20 minutos, pasado este tiempo, se obtuvo un polvo color azul

que se filtrd y la solucion restante se dejo evaporar por 3 dias, formandose un polimero azul, el cual

se disolvid en metanol.

cielo.

Una vez evaporado el disolvente se obtuvo un polvo cristalino color azul

Figura. 33. Cristales de FIPRAY-H
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4) FIPRAY con 4-nitroimidazol

cr
HO._ | ,,-OH
\ 2+
(\/ k/?u\\J Hzo: HO\c|:u2+/ .
ﬂau + | HO SNToH - fer 80°C/48h k | J *
N=0 HO “N—OH

o

HO

Se hizo una solucién con 1 mmol (0.343 g) de FIPRAY y 1 mmol (0.113 g) de 4-nitroimidazol
en agua destilada, se puso a calentamiento (80°C) y agitacién por 48 h obteniendo un polvo morado
y una solucién azul cielo que al evaporarse produce cristales color azul turquesa correspondientes a

FIPRAY.

Figura. 34. Sdlido obtenido de la reaccion 4
Los compuestos FIPAMINO y FIPIMIDA se sintetizaron usando la metodologia reportada

en la tesis de licenciatura (Fortis Valera, M., 2020).
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4.1Resultados y discusion

Se obtuvieron tres compuestos de coordinaciéon FIPBROMO, FIPRAY-H y XUBNIR (solubles
en agua, metanol y etanol) de los cuales XUBNIR, corresponde al compuesto reportado por Otieno

y cols. en 2001.

Los compuestos se obtuvieron con rendimientos del 85.7% para XUBNIR, 99.5% para

FIPBROMO y 44.8% para FIPRAY-H.

Los compuestos FIPAMINO y FIPIMIDA derivados del FIPRAY con ligantes heterociclicos
obtenidos en la tesis de licenciatura, se caracterizaron por espectroscopia Raman, RMN-'H,

espectrometria de masas (anexo 3) y RPE.

Temperaturas de fusion
Se determin¢ la temperatura de fusion (tabla 2) para la caracterizacion de los compuestos.

La temperatura de fusion de FIPRAY se incluye como referencia.

Tabla 2. Temperaturas de fusién de los compuestos obtenidos y de las materias primas.

Compuesto Caracteristicas fisicas Temperatura de Temperatura de

fusion obtenida  fusion de referencia

(°C) (°C)
FIPRAY Cristales azul turquesa, 150 bis-tris: 104
rectangulares. CuCl,2H,0: 70
FIPBROMO Cristales verdes esmeralda, 140 bis-Tris: 104
amorfos y maclados. CuBr,: 498
Cristales azul marino, 211 FIPRAY: 150
XUBNIR rémbicos. CDI: 120
FIPRAY-H Cristales azul cielo en 162 FIPRAY: 150

forma de agujas en macla. Fluconazol: 142
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Espectroscopia de infrarrojo y RAMAN

Se compararon las distintas bandas del espectro de IR del compuesto con el de la materia
prima (bis-tris) y se observaron los desplazamientos en numero de onda (cm™) debido a la
coordinacion con el cobre. Los espectros de infrarrojo de los compuestos FIPRAY, FIPAMINO y
FIPIMIDA se presentan en el anexo 1, debido a que ya tienen reporte previo (Fortis, M., 2020).

Todos los espectros de IR se caracterizaron mediante tablas (Pretsch, et al.,2020).

Los espectros de Raman se presentan como complementarios a los de IR para verificar la presencia
de los enlaces con el cobre y la caracterizacion se hizo en base a reportes previos (7orreggiani et al.,

2003; Zajac et al., 2018).

—— Fipbromo

, . — Bis-Tris
| |
| |
| |
| |
| |
| |
|

L
OH
8]
OH
J/N
OH

AN

o

1006
v F-O

— T T T T T T T T T T 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Numero de onda (cm™)

Figura. 35.  Espectros de IR de FIPBROMO y bis-tris
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FIPBROMO
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Figura. 36. Espectro Raman de FIPBROMO

En la figura 35 se muestra el espectro de FIPBROMO, se observan las bandas
correspondientes al enlace O—H en 3324 y 1001 cm™ correspondientes al bis-tris que en
comparacion con el espectro obtenido de la materia prima se encuentran desplazadas a menor
numero de onda producto de la coordinacion con el cobre (Nakamoto, K., 2009), también estan
presentes las bandas de tension vCu—O en 503 cm™ y vCu—N en 434 cm—' que indican la
coordinacion del ligante al centro metélico, a diferencia del IR, en el espectro de Raman (Figura 37)
se observa la banda del enlace Cu-Br en 221 cm~!, debido a que el andlisis por espectroscopia

Raman abarca un mayor intervalo de frecuencia.
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Figura. 37. Espectros de IR de FIPRAY-H y FIPRAY
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Figura. 38. Espectro Raman de FIPRAY-H
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Para el FIPRAY-H se obtuvo el espectro de la figura 37 en el que se compara con el FIPRAY
debido a la semejanza estructural, por lo que se observan bandas semejantes, como las de
estiramiento simétrico del enlace O—H en 3338 y 3321 cm™ para FIPRAY-H y FIPRAY
respectivamente, al igual que la banda de tension caracteristica del enlace Cu—Cl presente en 590
cm™ para FIPRAY y en 584 cm™ para FIPRAY-H. En el espectro de FIPRAY-H se ve una banda en
1612 cm™ que corresponde a los puentes de hidrogeno intramoleculares (Hansen &Spanget-Larsen, J.
2017) que estd ausente en FIPRAY, lo que nos indica que a pesar del parecido estructural este
compuesto tiene un comportamiento quimico diferente. En el espectro de Raman se confirma la
presencia de los enlaces: Cu—Cl y Cu—O presentes en ambos compuestos en 242 y 378 cm’!
(Torreggiani et al., 2003).

—— XUBNIR
—— CDI

Al
e

vCH,

1064 664
IC-N S:imidazol

|
I
|
3105 SNH | |
|
|
|

I 656
ﬁ:imidazol

' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

NUmero de onda (cm™)

Figura. 39. Espectros de IR de XUBNIR y 1,1-carbonildiimidazol
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XUBNIR
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Figura. 40. Espectro de Raman de XUBNIR

En la figura 39 se muestra el IR-ATR del producto de la reaccion entre 1,1-carbonidiimidazol y
FIPRAY (XUBNIR) se pueden observar bandas caracteristicas del anillo imidazolico en 3105 (v CH),
y flexion en 1535 (0 NH), 1064 (v C—N), 664 y 622 cm™; las dos tltimas se deben a la deformacion
del anillo de imidazol (Morzyk-Ociepa et al., 2012). Se ve un desplazamiento de las bandas debido a la
coordinacion con el cobre, ademas de la ausencia de la banda en 1670 cm™ correspondiente al
grupo carbonilo de la materia prima, que indica su descarbonilacion, debido a la reaccion para
formar al compuesto.

Para la asignacién del espectro de Raman se hizo una deconvolucién en gaussianas para
identificar mejor las bandas y se confirmé la presencia de los enlaces correspondientes al anillo de

imidazol y a la coordinacién con el cobre.
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Figura. 41. Espectro de Raman de FIPAMINO
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Figura. 42. Espectros de Raman de FIPIMIDA
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Para los compuestos FIPAMINO y FIPIMIDA los espectros de Raman permitieron observar
de forma maés clara las bandas de los enlaces N—Cu—N y la confirmacién de los enlaces descritos

con anterioridad mediante IR.

En todos los espectros hubo un desplazamiento de las bandas a menores y mayores
frecuencias esto ocurre por la coordinacion al cobre, que al ser un &tomo de mayor tamafio debilita
al enlace, por lo que necesita menor energia para producir el modo vibracional correspondiente. La
formacion de puentes de hidrégeno puede contribuir al desplazamiento de las bandas ya que
dependiendo de la longitud del puente las bandas, de estiramiento se veran desplazadas a menores
energias (Hansen & Spanget-Larsen, 2017). Por lo que la cantidad de energia que el enlace requiere
para vibrar a menor o mayor frecuencia se verd afectada por la masa y el tamafio de los 4tomos

formadores del enlace. Para comprobar lo anterior se calculé la constante de fuerza.

El resultado del célculo de la constante de fuerza (k) para los compuestos y materias primas se
encuentra en la tabla 3, en la que se observa que para los enlaces formados con cobre la constante
de fuerza (k) disminuye ya que al tener mayor masa aumenta la longitud del enlace debilitdndolo por
lo que sumodo de vibracion aparecerd a menores frecuencias. En el caso de los enlaces O—H, C—
O y C—N que se encuentran cercanos al metal se ven afectados ya que tanto el O como el N donan
densidad electrénica al cobre al formar el enlace y debilitando a los enlaces covalentes
coordinados, por lo que requeriran de menor energia para producir los modos vibracionales

correspondientes.

En el FIPRAY-H se cumplié con lo reportado por Hansen & Spanget-Larsen (2017) ya que al
formar puentes de hidrégeno intramoleculares su constante de fuerza es menor a la del FIPRAY y a
la del ligante libre. De acuerdo con los valores obtenidos se concluye que los 4&tomos cercanos al

metal son oxigeno y nitrogeno ya que son los que tienen menores valores de k.

La constante de fuerza (k) se calculd utilizando las ecuaciones 7 y 11 del apartado de marco

tedrico.



Tabla. 3.

Compuesto
Bis-Tris
FIPRAY

FIPRAY-H
FIPBROMO
CDI
XUBNIR

vO—H/k
3453/6.610
3321/6.115

3338/6.18

3324/6.12

vC—O/k
1261/6.424
1263/6.444
1004/4.074
1244/6.252
1258/6.393

*Los valores de v (cm™) y para k (X10° dinas/cm)

Espectroscopia UV-Visible

Valores obtenidos para la constante de fuerza (k).

vC—N/k
1230/5.759
1180/5.300
1271/6.150
1250/5.948
1330/6.734
1326/6.694
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vCu—N/k vCu—0O/k
443/1.326  502/1.69
420/1.192 502/1.69
434/1.326  500/1.70
406/1.114 R ——

Los espectros de UV-Vis se obtuvieron en un intervalo de 200 a 1100 nm para tener un mejor

analisis de la region visible.

En todos los espectros se hizo un anélisis por deconvolucién en gaussianas usando Origin

2023 y asi poder hacer una mejor asignacién, ya que habia bandas muy anchas indicando la

presencia de més de una sefial.
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Figura. 43.
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Espectro de UV-Vis de FIPRAY 0.01mM en agua destilada
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Figura. 44. Espectro de UV-Vis de FIPBROMO 0.01mM en agua destilada
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Figura. 45. Espectro de UV-Vis de FIPRAY-H 0.01 mM en agua destilada
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En las figuras 43, 44 y 45 se muestran los espectros de UV-Vis del FIPRAY, FIPBROMO y

FIPRAY-H en el que se observaron bandas que corresponden a transiciones enlistadas en la tabla 4.

Tabla. 4. Transiciones electronicas de los compuestos FIPRAY, FIPBROMO y FIPRAY-H

Compuesto Transicidn Longitud de onda (nm)

FIPRAY LMCT 273
d—d 760

FIPBROMO n—>o* 214/228
LMCT 274
MLCT 270
d—d 755

FIPRAY-H n—>o* 210
LMCT 267
MLCT 264
d—d 738

*LMCT: Ligand to Metal Charge Transfer
*MLCT: Metal to Ligand Charge Transfer

Las transiciones de n — o* se deben a la presencia de grupos OH en el ligante;
P grup g

especificamente, a los pares de electrones libres en el 4&tomo de oxigeno. Las transiciones de
transferencia de carga ligante-metal y metal-ligante se deben al intercambio de densidad electrénica
entre el cobre y los ligantes y se producen dependiendo del ligante que se coordine al metal, ya que
si el ligante tiene orbitales moleculares llenos dard lugar a bandas de transferencia ligante-metal, lo
contrario ocurrird si el ligante tiene orbitales vacios o semillenos como es el caso de los haldégenos.
Las transiciones d—d caracteristicas del metal y se producen por el desdoblamiento de los
orbitales d en las series t; y e, tienen un € muy bajo (=200 M-'cm™) por lo que se observan con
menor intensidad en el espectro. Esta banda justifica el color de los compuestos ya que en el rango

de 600 a 750 nm se absorbe en rojo que tiene un color complementario azul-verdoso.
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Figura. 46. Espectro de UV-Vis de XUBNIR 0.01 mM en agua destilada
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Figura. 47.  Espectro de UV-Vis de FIPAMINO 0.01 mM en agua destilada
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Figura. 48. Espectro de UV-Vis de FIPIMIDA 0.01 mM en agua destilada y 0.01M para la region visible

En los espectros de los compuestos XUBNIR, FIPAMINO y FIPIMIDA, debido a que estos
tienen ligantes con enlaces m se observaron transiciones sr—s* (Tabla 5). Los espectros mostraron

transiciones de transferencia de carga ligante-metal y d—d.

Tabla. 5.  Transiciones electronicas de los compuestos XUBNIR, FIPAMINO y FIPIMIDA

1da (nm)

n— o* 279
LMCT 265
d—d 673
FIPAMING — 217/255
n —o* 273
LMCT 275
d —d 730
"'_,'P,"‘.'.;,';_—)_ﬂ T ‘._I":I: 208
n—-o 261
LMCT 300
d—d 715




desdoblamiento (Tabla 6) mediante la ecuacion 34.
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A partir de la longitud de onda maxima de la transicion d—d se calculd la energia de

A= hC/}{

Ec. 34

Esto se hizo para proponer la geometria de los compuestos de coordinacion, producto de la

separacion de los orbitales d en las series 5, y g;por la coordinaciéon del metal con los ligantes.

Tabla. 6. Energia de desdoblamiento.

Compuesto Longitud de onda (nm) Energia (cm™)

FIPRAY 760 13,174

FIPBROMO 755 13,350

FIPRAY—H 738 13,567

XUBNIR 673 14,944

FIPAMINO 730 14,000

FIPIMIDA 715 13,715

De acuerdo con Lever, (1986), para un compuesto de coordinacién con cobre 2+ (que se

encuentra penta y hexacoordinado con geometria de octaedro distorsionado y piramide de base

cuadrada) la energia de la transicion de #; — e, estard en el intervalo de 11,000 a 14,000 cm™ y

14,000 a 17,000 cm™ respectivamente. Los valores obtenidos de energia de desdoblamiento (A) para

FIPRAY, FIPBROMO, FIPRAY-H, FIPAMINO Y FIPIMIDA estan en el intervalo correspondiente a

una geometria octaédrica distorsionada; lo cual se ve confirmado por la estructura de rayos X;

mientras que XUBNIR ajustaria para una piramide de base cuadrada.

Energia

)
4 2_y2
dxy

—_—— e — —

dz?

€g

dxy

a)

dxz

dyz

Energia

b)

Figura. 49. Diagramas de desdoblamiento de los orbitales d

dxz

dyz
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Otro factor que condiciona el valor de la energia es la naturaleza de los ligantes representada

en la serie espectroquimica en la que se ordena a los ligantes de acuerdo con su capacidad para

desdoblar los orbitales d; por ejemplo, compuestos formados por ligantes como CN7y CO tienen

energias de 30,000 cm™, por el contrario, los ligantes como Br~ e I producen desdoblamientos

pequenos con energias menores a 10,000 cm (Gray, 2003).

Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMN-'H)

Para la obtencién de los espectros de RMN de las materias primas (bis-tris, imidazol y 4-
aminopiridina), éstas se disolvieron en CD;OD y DMSO-ds para evitar la sustituciéon de los protones
por el deuterio presente en los disolventes y asi poder asignar las sefiales del espectro. Estos

espectros se encuentran en el anexo 4.

Para los compuestos de coordinacion el disolvente se eligi6 por la solubilidad de los

compuestos, por lo que se disolvieron en D,0.

Para todos los espectros se hicieron 1035 barridos en un intervalo de —100 a 100 ppm, esto se
hace en los compuestos de coordinacion porque al haber un mayor desdoblamiento del Zeeman
nuclear se requiere de mayor energia para excitar al nucleo, por lo que las sefiales se desplazan a

mayores ppm.
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Figura. 50. Espectros de RMIN-"H de FIPRAY y bis-tris
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Figura. 51. Espectros de RMIN-'H de FIPBROMO y bis-tris
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Figura. 52.  Espectros de RMN-'H de FIPRAY-H y bis-tris

Las figuras 50, 51 y 52 corresponden a los compuestos de coordinacién derivados de bis-tris:
FIPRAY, FIPBROMO y FIPRAY-H. Se incluye en la parte superior izquierda un zoom de 2 a 5 ppm
del espectro de bis-tris que muestra tripletes en 2.79, 4.34 y 4.61 ppm que integran para 4, 3y 2
protones. Esto sucede porque estos protones tienen un ambiente quimico equivalente. Las sefiales
en 3.32 y 3.40 ppm corresponden a los CH; de la molécula a diferencia del CH; en 2.79 ppm, éstos
se encuentran desplazados a campos altos por su cercania al 4&tomo de oxigeno. Las sefiales

marcadas con asterisco pertenecen al disolvente.

En el caso de los espectros de los compuestos de coordinacion FIPRAY y FIPBROMO se

observan sefiales a mayores ppm y muy anchas por lo que no es posible asignarlas con exactitud.

En FIPRAY-H estas sefiales no se observaron, debido a que el mecanismo de relajacion ¢, es
maés eficiente; es decir tiene tiempos de relajacion mas cortos a comparaciéon de FIPRAY y

FIPBROMO por lo que el equipo no es capaz de detectar el cambio de estado del espin nuclear.
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Imidazol
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Figura. 53.  Espectro de RMN-'"H de XUBNIR y del imidazol
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Figura. 54. Espectro de RMN-'H de FIPIMIDA y del imidazol.
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En las figuras 53 y 54 se presentan los espectros de XUBNIR y FIPIMIDA; en este caso en la
parte superior izquierda se encuentra el espectro del imidazol que muestra sefiales en 7.04, 7.67 y
12.10 ppm asignadas a los protones del anillo; el ancho en la sefial, en 12.10 ppm se debe a la

cercania del protén con el &tomo de nitrogeno.

Al igual que en los espectros anteriores para ambos compuestos se observan sefiales muy
anchas, en el caso de XUBNIR se observa una en 44.46 ppm en la que posiblemente se encuentren

las sefiales de los protones del anillo de imidazol; sin embargo, no es posible asignarlas.

El espectro de FIPIMIDA muestra mayor cantidad de sefiales debido a las correspondientes al
ligante bis-tris desplazadas a mayores ppm por la coordinacion al cobre, las sefiales en 2.16, 3.29 y

3.83 probablemente correspondan a la regién del ligante mas alejada del ion paramagnético.

4-Aminopiridina * NH2 FIPAMINO

15

I I D

e
-

3.30- =

©l79

60 5.5 5.0 a5 40 35 3.
Desplazamiento quimico (ppm)

100 % 8 70 60 50 40 30 2 10 0 -0 -20 30 40 -50 -60 -70 -80 -90
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura. 55.  Espectro de RMN-'"H de FIPAMINO y de la 4-aminopiridina

La region del espectro de la 4-aminopiridina muestra dobletes en 6.54 y 7.94 ppm y cada una

integra para 2 protones; la sefial de los protones del NH;no se observa debido a que el espectro se



Pagina |89

hizo en CD;0D que afecta la presencia de la sefial por la sustitucion de los hidrogenos por deuterio.
En el espectro del compuesto FIPAMINO se observan sefiales a ppm bajas, probablemente de la

parte del ligante més lejana al cobre.

En los compuestos de coordinacion las sefiales anchas son producto del cardcter
paramagnético del ion metélico (Cu®**) que al ser un @ y tener un electron desapareado da una
contribucion de espin electronico que consiste en disipar el campo magnético del nucleo
provocando que se relaje de manera mas rapida y eficiente (mecanismo de relajacion 77
produciendo este tipo de sefiales. Esto nos indica que la coordinacion con el cobre si se lleva a
cabo.

Para verificar que los tiempos de relajacion de los compuestos de coordinacién son mas
cortos, que los de las materias primas y, por lo tanto, que el mecanismo de relajacion es mas

eficiente.

Se calcularon los tiempos de relajacion de las sefiales. Para calcularlos se obtuvo un
promedio en Hertz de cada pico del espectro y el valor se transformo en milisegundos, para facilitar
la lectura de los resultados que se presentan en la tabla 7. Se puede ver que las sefiales en la region
de campo bajo del espectro (marcadas en azul), tiene tiempos de relajacion mas lentos en
comparacion de las sefiales que aparecen a mayores ppm (sefiales mas anchas), debido a que son
sefiales de protones que se encuentran mas alejados del metal, por lo que el espin electrénico del

electron desapareado del cobre, las afecta con menor intensidad.
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Tabla. 7.  Tiempos de relajacion de materias primas y compuestos.

Compuestos Desplazamiento (ppm) Tiempo de relajacion (ms)
bis-tris Triplete 2.79 26
Multiplete 3.35 23
Doblete 3.40 37
Triplete 4.34 30
e N
8.72 0.5
10.52 0.6
14.68 0.37
. --
8.79 0.6
11.41 0.3
Imidazol Singulete 7.04, 7.64 y 12.10 5.8/8.2/3.4
XUBNIR 44.46 0.045
4-Aminopiridina Doblete 6.54 y 7.94 53/43
FIPAMINO

9.80 0.91
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Resonancia Paramagnética Electronica (RPE)

FIPRAY
= 90K
— 300 K

' I ! I : I . 1 ' I 7 I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Campo magnético (G)

Figura. 56.  Espectro de EPR de FIPRAY a diferentes temperaturas.
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FIPBROMO
— 90K
300 K
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Figura. 57.  Espectro de EPR de FIPBROMO a diferentes temperaturas.
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FIPRAY-H
—— 90K
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Figura. 58. Espectro de EPR de FIPRAY-H a diferentes temperaturas.
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XUBNIR
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Figura. 59. Espectro de EPR de XUBNIR a diferentes temperaturas.
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Figura. 60. Espectro de EPR de FIPIMIDA a diferentes temperaturas
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FIPAMINO
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Figura. 61. Espectro de EPR de FIPAMINO a diferentes temperaturas.

Difraccion de Rayos-X en monocristal

La difraccién de Rayos-X en monocristal nos permite conocer la estructura de un compuesto
con mayor precision, en la figura 56 se presentan las estructuras de los compuestos FIPBROMO y
FIPRAY-H, mientras que sus datos cristalograficos se listan en la tabla 9. Debido a que XUBNIR ya

se encuentra en la base de datos del CCDC no se describe (Anexo 5; Otieno, et al. 2001).

Las estructuras de FIPRAY, FIPAMINO Y FIPIMIDA se usaron como referencia por lo que se
encuentran en la seccion de antecedentes y sus parametros cristalograficos se encuentran en el

anexo 5. (Fortis M., 2020).
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Compuestos derivados de FIPRAY

Los compuestos obtenidos derivados de FIPRAY, se denominaron en este trabajo como
FIPBROMO y FIPRAY-H. En el centro de la estructura tienen un 4tomo de cobre hexacoordinado a
4 atomos de oxigeno, un nitrégeno y cloro o bromo respectivamente, por lo que ambos poseen una
geometria  octaédrica  distorsionada. Esto se  debe a la  distorsion de
Jahn-Teller propia del cobre en estado de oxidacion 2+. En el caso de FIPBROMO la carga del
cobre es estabilizada tanto por el dtomo de bromo enlazado en posicién axial como el bromo
presente fuera de la esfera de coordinacion que actia como contraiéon; mientras que en FIPRAY-H
los 4tomos responsables de neutralizar al compuesto son el oxigeno en la posicion 5 y el &tomo de

cloro en posicion axial.

En ambas estructuras se midieron las longitudes de los enlaces Cu—Cl, Cu—Br y Cu—O en
las posiciones 3 y 5, (en caso de FIPRAY en la posicion 2); el enlace con el oxigeno 3 es
visiblemente mas largo producto de la distorsion en el compuesto; mientras que, el oxigeno 5 es el
que se desprotona en el compuesto FIPRAY-H y se compararon con FIPRAY para ver el efecto del
cambio de halégeno y la desprotonacion. De acuerdo con la tabla 8 a diferencia de FIPRAY los
enlaces Cu—Cl y Cu—O en posiciones 3 y 5 de FIPRAY-H son més cortos debido a que tanto el
dtomo de cloro como el de oxigeno 5 estabilizan la carga positiva en el cobre, éste retiene su
densidad electrénica con mas fuerza por lo que ambos adtomos se acercan, produciendo enlaces

mas cortos.
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Lo contrario ocurre en el FIPBROMO ya que la distancia de enlace de ambos incrementa. En el
caso del enlace Cu-Br, éste es mas largo por 0.083 A y puede deberse al volumen del atomo de

bromo ya que es mayor al del cloro.

Figura. 62. Estructuras de rayos-X de FIPBROMO (izquierda) y FIPRAY-H (derecha)

Tabla. 8. Datos cristalogrdficos de los compuestos obtenidos

FIPBROMO FIPRAY-H
Formula CuBr,CsHisNOs CuClCsH;sNOs
Masa (g/mol) 4326 342.7
Sistema y grupo espacial Ortorrombico P2:2:2, Monoclinico P2:/n

o

Pardmetros de celda (A) | 8.7908(4) /11.8881(6) /12.8492(6)  7.2605(9)/10.4221(14)/14.668(2)

abc

Angulos de celda 90°/ 90°/ 90° 90°/94.36°(12)/90°

apyy
Factor R; (%) 2.42 4.7
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En la tabla 9 uno de los pardmetros de mayor relevancia es el factor de refinamiento R, el cual
para cada uno de los compuestos es menor a 10, lo que indica que la estructura presentada es muy
cercana al modelo tedrico por lo que el refinamiento de la estructura cristalina es satisfactorio y por

lo tanto la calidad de los cristales obtenidos para su anélisis por esta técnica fueron buenos.

Tabla. 9. Distancia de los enlaces de interés para FIPRAY, FIPBROMO y FIPRAY-H

COMPUESTO ENLACE DISTANCIA DE ENLACE
(A)
FIPRAY Cu—Cl 2.219(6)
Cu—O (posicion 2) 2.645(2)
Cu—O (posicién 5) 1.998(2)
FIPRAY-H Cu—Cl 2.281(1)
Cu—O (posicién 3) 2.360(3)
Cu—O (posicion 5) 1.944(2)
FIPBROMO Cu—2Br 2.364(5)
Cu—O (posicion 3) 2.657(3)

En la figura 57 se observa la celda de FIPBROMO sobre el eje a. Se observan cuatro
moléculas de FIPBROMO de las cuales solo una se encuentra completa. También se ven dentro de

la celda cuatro atomos de bromo actuando como contraiones.

Figura. 63. Celda unitaria sobre el eje a de FIPBROMO
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En la celda del compuesto FIPRAY-H se ven 4 moléculas dentro, de las cuales 2 se
encuentran completas y las restantes tienen al grupo OH fuera. A diferencia de FIPBROMO no se
observan contraiones ya que la molécula se neutraliza por el atomo de cloro en posicién axial y el

oxigeno numero 5

Figura. 64. Celda de FIPRAY-H vista desde el eje a.

Andlisis graph-set de FIPBROMO y FIPRAY-H

Este andlisis se hizo en el programa Mercury 2022.3.0 con la finalidad de analizar las
interacciones por puente de hidrégeno de ambos compuestos y se compararon con FIPRAY por la
semejanza estructural, la cual en el caso de FIPBROMO le permite tener un comportamiento
similar a FIPRAY ya que forma cadenas por interacciones entre grupos OH del ligante y con el OH

libre y el &tomo de bromo que actiia como contraion (Figura 59)
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ci(3) 10y
Figura. 65. Arreglos por puente de hidrégeno de FIPBROMO
En FIPRAY-H debido al &omo de oxigeno que se encuentra desprotonado tiene mas
interacciones que FIPRAY ya que no solo forma arreglos con el &tomo de cloro fuera de la esfera de
coordinacion, similares a los de FIPBROMO y FIPRAY, sino que también uno de los grupos OH
enlazados al cobre y el oxigeno desprotonado interactian con otras moléculas de FIPRAY-H

formando cadenas y anillos como los que se observan en las figuras 60 y 61.

CL(3) C1(3)

Figura. 66. Arreglo en cadena formados por puentes de hidrdgeno de FIPRAY-H
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R3(8)
Figura. 67. Arreglo en anillo formado por puente de hidrdgeno de FIPRAY-H

A partir del andlisis graph-set se observa que los compuestos FIPBROMO y FIPRAY-H
forman cadenas principalmente; sin embargo, FIPRAY-H forma un anillo por la interaccion del
oxigeno desprotonado con un grupo OH. En cuanto a los puentes de hidrégeno estos tienen menor
distancia cuando se forman entre O--H, por lo que este tipo de puentes son mas fuertes en
comparacion con los formados por X:-*H donde X=Cl, Br, los cuales funcionan como aceptores en
la formacion del puente de hidrogeno; ya que la distancia entre ellos es mayor por lo que la

interaccién es més débil.
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Andlisis microbioldgicos.

Para probar la actividad biolégica de los compuestos sintetizados se hicieron pruebas
microbioldgicas por el método de dilucién para determinar la concentracion minima inhibitoria

(MIC) y concentraciéon minima bactericida (MBC).

Dichas mediciones fueron realizadas por el Dr. Samuel Hernandez Anzaldo en colaboracion
con el Dr. Carlos Fernandez-Patrén del departamento de Bioquimica de la Universidad de Alberta

con la intencién de darle mayor proyeccion y aplicacion a los compuestos obtenidos.

Los analisis microbiologicos se hicieron in vitro contra 2 cepas bacterianas (Staphilococcus
aureus 'y Escherichia coli). Para validacion del experimento se usaron las cepas certificadas

Staphilococcus aureus ATCC 25923y Escherichia coli ATCC 25922.

Preparacion de las cepas
Se cultivaron las cepas por 24h en medio Clostridial Nutrient Medium de la marca Merck Se
tomaron algunas colonias y se suspendieron en soluciéon salina hasta ajustar a 0.5 en escala de

McFarland dando una suspension de 1-2x108 UFC/mL.

Preparacion de los compuestos
Los compuestos FIPRAY, FIPBROMO, XUBNIR, FIPAMINO y FIPIMIDA se prepararon en

una concentracion 0.1 mM y a partir de esta se hicieron 10 diluciones seriadas 1:10 en PBS.

Una vez preparadas ambas soluciones se inocularon con 50 uL. de cada una de las cepas y se
incubaron a 35°C por 18h para MIC, en el caso de MBC se incubaron por 24h. La determinacion de
ambos pardmetros se hizo usando la sal de tetrazolio: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) como indicador. Para el tratamiento estadistico se utilizé el promedio del

error estandar con el modelo 7-student usando el programa Sigma-Plot.

Los resultados obtenidos, se presentan en la tabla 10.



Tabla. 10. MIC y MBC de los compuestos.

Cepa

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
aureus ATCC
25923

Escherichia coli

Escherichia coli
ATCC 25922

FIPRAY
MIC MBC
6.06 2499
111 23.55
12.33  18.89

12 32.08

FIPBROMO
MIC MBC
15698  22.36
12.08  17.25
15.36  26.09
12.12 32.6

XUBNIR
MIC MBC
15.02  24.77
26.03 333
15.14  45.03
19.2 40.9

*Las concentraciones estdn dadas en mg/mL.

FIPIMIDA

MIC MBC MIC MBC

14.32 28
22.1 31.5
11.3 21
12.8 28
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FIPAMINO Doxiciclina
MIC MBC
18 36.5 4.2x10* 7.6x103
22.5 36 2.1x10% 3.7x10%
21 25.5 79%x10% 1.5x10%
18 38 1.5%x10?% 3.1x107?

Los resultados se graficaron para poder comparar la actividad de los compuestos frente a

cada una de las cepas. Las graficas se muestran en las figuras 62 y 63 para E. coliy en 64 y 65 para

Staphylococcus aureus. Las gréficas de las cepas control se encuentran en el anexo 6.



MIC (mg/mL)

.

30 -

20

10 A

Pagina | 105

Compuestos sin
heterociclos

N\ Compuestoscon

heterociclos

| I | . 1 * I o
XUBNIR FIPIMIDA FIPAMINO FIPRAY FIPBROMO
Escherichia coli

Figura. 68. MIC de los compuestos frente a Escherichia coli.
*P<0.001 FIPAMINO vs FIPBROMO
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Compuestos sin
heterociclos

S\ Compuestos con

| ! I ! | ! I N I N
XUBNIR FIPIMIDA FIPAMINO FIPRAY FIPBROMO
Escherichia coli

Figura. 69. MBC de los compuestos obtenidos frente a Escherichia coli.
*P <0.001 XUBNIR vs FIPBROMQO

De los cinco compuestos probados el compuesto que tuvo la menor MIC frente a E. coli fue

FIPIMIDA, mientras que la menor MBC la tuvo FIPBROMO.



MIC (mg/mL)
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Compuestos sin
N heterociclos
e R
20 -
10 X \
0

| " I K I > I - I E
XUBNIR FIPIMIDA FIPAMINO FIPRAY FIPBROMO
Staphylococcus aureus

Figura. 70. MIC de los compuestos obtenidos frente a Staphylococcus aureus

*P<0.001 FIPAMINO vs FIPRAY
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Compuestos sin
90 - heterociclos
A\ Compuestoscon
heterociclos
40 -

w
o
|

o
i

MBC (mg/mL)

10~

I E I 2 I J I 5 I !
XUBNIR FIPIMIDA FIPAMINO FIPRAY FIPBROMO
Staphylococcus aureus

Figura. 71. MBC de los compuestos frente a Staphylococcus aureus

*P<0.001 FIPAMINO vs FIPRAY

Para Staphylococcus aureus 1os compuestos FIPRAY y FIPBROMO mostraron las menores
MIC y MBC respectivamente. En este caso los compuestos con ligantes heterociclicos no

mostraron una mejor actividad a comparacion de los compuestos halogenados.

En ambos casos se encontré que contrario a lo esperado por reportes previos (Larios-
Cervantes, 2022, Navarro, et al., 2019 y Bagchi, et al, 2023) los compuestos con ligantes heterociclicos
no tuvieron una mejora en la actividad antimicrobiana en comparacién con sus precursores FIPRAY

y FIPBROMO.
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CONCLUSIONES

v Los compuestos de coordinacion con ligantes derivados de imidazol no se obtuvieron
por la metodologia propuesta; sin embargo, se sintetizaron tres compuestos de

coordinacion, de los cuales dos compuestos son nuevos FIPBROMO y FIPRAY-H.

v Los compuestos obtenidos se caracterizaron por temperatura de fusion, IR, UV-Vis,
RMN-'H, RPE, Masas, Raman y DRX en monocristal. Mediante estas técnicas se

pudo proponer y confirmar la estructura y el estado de oxidacién del cobre.

v" Las estructuras de rayos-X confirman la geometria propuesta de los compuestos por
UV-Vis, los enlaces observados en IR y Raman y la posicion del cobre como atomo

central.

v La estructura de XUBNIR a pesar de ya estar reportada por Otieno & cols. 2001 se
obtuvo con un buen porcentaje de refinamiento comparando con los reportes
previos, ademds de obtenerse mediante otra ruta sintética y caracterizarlo por
técnicas no reportadas (RPE, espectrometria de masas). Adicionalmente se le

hicieron pruebas antimicrobianas.

v Todos los compuestos mostraron una actividad antimicrobiana insatisfactoria frente a
bacterias del grupo ESKAPE como Staphylococcus aureus y Escherichia coli que
actualmente son consideradas como amenaza mayor para la salud. Lo cual contrasta
con lo reportado previamente ya que a pesar de que algunos compuestos poseen
ligantes heterociclicos no mostraron una mejora en su actividad como

antibacterianos.
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Anexo 1. Espectros de Infrarrojo de FIPRAY, FIPAMINO y FIPIMIDA.
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Anexo 2. Espectro de Raman de FIPRAY
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Anexo 3. Espectros de masas de FIPRAY, FIPBROMO, FIPRAY-H, XUBNIR,
FIPAMINO y FIPIMIDA.
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Espectro de masas de FIPAMINO, método FAB. Las sefiales marcadas con estrellas corresponden a la

matriz de NBA
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Anexo 4. Espectros de RMN-'H de los compuestos usados como materia

prima: bis-tris, imidazol y 4-aminopiridina

Bis-tris

3.8

o

Pagina |131

1, HO ¥ ™SoH
14 1 14
.r() 4“9 4:8 4:7 4:6 4:5 4:4 4:3 4:2 4:1 4.’0 3,‘9 3:8 3:7 3.’6 3,’5 3:4 3,’3 3.’2 3:1 3.’0 2,‘9 2.’8 2.’7 2:6 2:5 2:1 2:3 2:2 2:1 2:
Desplazamiento quimico (ppm)
100 9 8 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50 -60 -70 -80 -90

Desplazamiento quimico (ppm)

Espectro de RMN-'H de bis-tris en DMSO-ds



Pagina |132

Imidazol
f 1.2 j 29
A NH
1,2 q \ / 2
N 1
5
fl.U
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Desplazamiento quimico (ppm)

100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50 -60 -70 -80 -90
Desplazamiento quimico (ppm)

Espectro de RMN-'H de imidazol en DMSO-ds



4-Aminopiridina
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Anexo 5. Datos cristalogrdficos de FIPRAY, XUBNIR, FIPAMINO y
FIPIMIDA.

Tabla. 11. Datos cristalogrdficos de FIPRAY. (Inomata, et al., 2004; Fortis, et al., 2019)

FIPRAY (2004) FIPRAY 01 (2019)
Formula CuCl.CsH1sNOs CuCl.CsHisNO:s
Masa (g/mol) 343.692 343.692
Sistema y grupo Ortorrombico P 21212: Ortorrémbico P 21212;
espacial
Pardmetros de celda
a 11.978 (4) A 8.5230 (2) A
b 12.748 (2) A 11.9789 (3) A
c 8.533 (1) A 12.7403 (5) A
a 90° 90°
B 90° 90°
Y 90° 90°
Factor R (%) 0.051 0.024

Tabla. 12. Datos cristalogrdficos de XUBNIR (Otieno, et al., 2001)

XUBNIR (2001) XUBNIR (2023)
Formula Ci12H16Cl,CuNs Ci12H16Cl,CuNs
Masa (g/mol) 406.77 406.77
Sistema y grupo Monoclinico P2:/n Monoclinico P2:/n
espacial
Pardmetros de celda
a 8.8430 (18) A 13.8195 (11) A
b 13.209 (3) A 13.1404 (8) A
c 13.866 (3) A 8.8119 (6) A
a 90° 90°
B 90°(10) 90°
14 90° 90°

Factor R (%) 0.066 0.028
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Tabla. 13. Datos cristalogrdficos de FIPAMINO y FIPIMIDA (Fortis, M., 2020)

FIPAMINO FIPIMIDA
Formula CisH2sCulN;05-2Cl C11H23CuN;Os5-2Cl
Masa (g/mol) 437.81 411.76
Sistema y grupo Monoclinico P 2:/n Ortorrombico Pca2;
espacial
Pardmetros de celda
a 8.9338 (3) A 13.3923 (4) A
b 16.6584 (6) A 11.3196 (3) A
c 12.0611 (3) A 11.0379 (3) A
a 90° 90°
B 92.708 (2)° 90°
14 90° 90°

Factor R (%) 0.03 0.03
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Anexo 7. Pardmetros fisicoquimicos: Constante de distribucion (Kd) y cdlculo
de calorimetria de combustion.

Tabla 1. Valores de Kd para los compuestos FIPRAY, FIPBROMO, XUBNIR, FIPAMINO Y FIPIMIDA.

Compuesto Kd, Kd; Kd promedio
FIPRAY 0.046 0.050 0.046
FIPBROMO 0.023 0.020 0.0215
XUBNIR 0.050 0.031 0.040
FIPAMINO 0.080 0.080 0.080
FIPIMIDA 0.080 0.080 0.080

*Kd a temperatura ambiente en un sistema tolueno/agua

Tabla 2. Resultados de calorimetria de combustion para los compuestos bis-tris, FIPRAY y FIPBROMO.

Parédmetro bis-tris FIPRAY FIPBROMO
masa (g) 1.009 0.956 0.482
Ti (K) 297.21 293.51 294.09
T (K) 299.45 295.93 295.21
AT 2.073 2.397 0811
A.U (kcal/mol) -3829.2818 -4666.276 -3936.267
AH (kcal/mol) 3831.3484 -4668.317 -3938.312
An (mol) -3.5 -3.5 -3.5

*La calorimetria de combustién se hizo usando una bomba calorimétrica modelo 1341 de Parr Instrument Company.



