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RESUMEN

El presente trabajo se basa en el disefio y sintesis de un complejo de oxovanadio (V)
con el ligando polimérico a,p-poli(DL-acido aspéartico). Esta macromolécula sintética
reune las caracteristicas apropiadas para fungir como un vehiculo polimérico del
agente insulino mimético oxovanadio(lV). Es biodegradable, biocompatible, no téxica,
hidrosoluble y posee grupos carboxilicos capaces de coordinar al metal. La idea de
usar un polimero como agente quelante en lugar de los usuales ligandos organicos
resulta atractiva puesto que el aumento del peso molecular produce un cambio radical
en la farmacocinética de la droga. El caracter hidrosoluble del polimero permite una
rapida y eficaz distribucion del agente activo en los fluidos corporales y gracias a su
efecto protector estabiliza al agente activo, aumenta su concentracion y tiempo de

permanencia en el sistema circulatorio, liberandolo de modo lento y controlado.

El complejo polimérico vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico) ha sido sintetizado por
reaccion de metatesis entre el polimero parcialmente desprotonado y sulfato de

vanadilo en solucion acuosa diluida.

El ligando polimérico, fue sintetizado a partir de la polisuccinimida (PSI) seguin una
combinacion de los métodos reportados por Shinoda, Neuse y Kim, mientras que el
polimero precursor fue sintetizado por una modificacion del método de Neri y
colaboradores, basado en una policondensacion térmica del monémero DL-acido

aspartico, catalizada por acido fosforico.

El rendimiento de la sintesis del PSI y del ligando es 85 a 89 % y 84 a 94 %,
respectivamente. Por otro lado, el rendimiento de la sintesis del complejo es 9 a 12 %.
Ademas, el polimero precursor fue caracterizado por resonancia magnética nuclear y
por espectroscopia infrarroja; mientras que, el ligando y el complejo fueron
caracterizados ademas de las técnicas mencionadas por UV-visible. Por otro lado, el
peso molecular del PSI (61,5 - 68 kDa) y del ligando (27 - 30 kDa) fue determinado
por cromatografia de permeacion por gel (GPC) y por viscosimetria intrinseca,
respectivamente. Por Gltimo, la estructura octaédrica del complejo en solucion fue
determinada por UV-visible y su contenido de vanadio, determinado por ICP, se

encuentra en el rango de 12,45 a 16,79 %.
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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

ATP adenosin trifosfato

acetil-CoA acetil-coenzima A

BEOV bis(etilmaltolato)oxovanadio (IV)

Cp(t) concentracion del polimero en el compartimiento de la sangre
DM Diabetes mellitus

Do dosis inicial

Dh diametro hidrodinamico

DMF N,N-dimetilformamida

DMSO dimetil sulféxido

DCC 1,3-diciclohexilcarbodiimida

GSK3 glicogeno sintasa quinasa 3

GS glicogeno sintasa

GLUT4 transportador de glucosa tipo 4

GPC cromatografia de permeacion por gel

IDDM Diabetes mellitus dependiente de la insulina
NIDDM Diabetes mellitus no dependiente de la insulina
RI receptor de la insulina

IRS-1 substrato del receptor insulinico-1

ICP espectroscopia de plasma acoplado inductivamente
Kot constante de velocidad del plasma al tejido
Kip constante de velocidad del tejido al plasma
Kelim constante de velocidad de eliminacién

My peso molecular promedio en viscosidad

Mn peso molecular promedio en numero

Mw peso molecular promedio en peso

PSI polisuccinimida

PI-3K proteina fosfoinositida-3-quinasa

PIP, fosfatidilinositol-4,5-difosfato

PIP3 fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato

PTEN fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
PDK1 piruvato deshidrogenasa quinasa 1

PKB proteina quinasa B
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Y,
Vh
VO(y-pga)
V02+
DCU
MWCO
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HSQC
HMQC
HMBC

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis

proteinas tirosina fosfatasas
proteina fosfatasa-1
volumen de distribucion
volumen hidrodinamico
vanadilo-poli(y-acido glutamico)

cation vanadilo

diciclohexilurea

Molecular Weight Cut Off
Resonancia de Spin Electronico
Resonancia Magnética Nuclear

Correlation Spectroscopy

Heteronuclear Simple Quantum Coherence
Heteronuclear Multiple Quantum Correlation

Heteronuclear Multiple Bond Correlation

\‘\WNE,;%

§'T' 5

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD
CATOLICA

DEL PERU




\‘\WNE&%

§r T - r% PONTIFICIA
TESIS PUCP g gs ER-PEE;_'}E',E’AD

DEL PERU

INDICE GENERAL

1. DIABETES

1.1 Diabetes MellitUS. . ..oooe e e e

12 INSUINA. e

1.2.1 Accionreguladorade lainsulina................coooiiiiiinn 4
2. VANADIO . . 7
3. SISTEMA POLIMERO =DROGA.......iiiiieee e, 12

4. DISENO Y SINTESIS DEL COMPLEJO VANADILO-a,B-POLI(DL-ACIDO

ASPARTICO)
g 19 1= =T o o 19
4.2 Sintesis del polimero precursor, polisuccinimida (PSI).............c......... 23
4.3 Sintesis de la sal de sodio del a,3-poli(DL-acido aspartico)............... 25
4.4  Sintesis del a,B-poli(DL-acido aSpartiCo)...........veveueuiuieiiiiinieieannn. 26
4.5 Determinacion del peso molecular de la polisuccinimida y

de la sal de sodio del a,3-poli(DL-acido aspartico)............c.ceeveenenn... 26
4.6 Sintesis del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico).............. 28

5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiales, EQUIPOS Y REACLIVOS.........coevuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e, 29
5.2 Metodologia
5.2.1 Polisuccinimida (PSI) — Polimero Precursor
5211 SINteSIS..uiii i 32
5.2.1.2 Determinacion del peso molecular de la polisuccinimida
(PSI) por cromatografia de permeacion por gel (gel
permeation chromatography, GPC)...............cccoieienen. 35

5.2.1.3 Incremento del peso molecular de la polisuccinimida... 35

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP /) ER%E;_'}E?AD

DEL PERU

5.2.2 Ligando polimérico : sal de sodio del a,3-poli(DL-acido
aspartico)
5.2.2.1 SINtESIS. ..o 37
5.2.2.2 Determinacion del peso molecular de la sal de sodio
del a,B-poli(DL-&cido aspartico) por viscosimetria
intrinseca o capilar............ccoocoviiiiic 39
5.2.2.3 Ensayos previos de sintesis de la sal de sodio del
a,B3-poli(DL-Acido aspartico).........cccocvveveiiiiiii e, 41
5.2.3 Sintesis del a,B-poli(DL-acido aspartico) ..............c.ccceveenenens 41
5.2.4 Analisis gravimétrico de la determinacion de moléculas de
agua en el reactivo sulfato de vanadilo hidratado
(VOS0O,4.xH,0) por calcinacion..........o.cceviiiiiiiiiiiiee e, 42
5.2.5 Complejo de vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico)
5.2.5.1 Primer método
(2 moles de meros del polimero: 1 mol de VO*)............. 43
5.2.5.2 Segundo método
(3 moles de meros del polimero: 1 mol de VO*)............. 45
5.2.6 Determinacion del contenido de vanadio en el complejo
vanadilo-a,3-poli(DL-acido aspértico) por el método de
plasma acoplado inductivamente (ICP)..........cccoovviiiininnnn 48
5.2.7 Liofilizacién de la solucién acuosa vanadilo-a,B-poli(DL-&cido
ASPANICO). ..ttt 48
5.2.8 Analisis del solido azulino............coooiiiiiiii 49
5.2.9 Ensayos de sintesis del complejo variando las condiciones

A FBACCION . ..ttt e e 50

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Polisuccinimida (Polimero Precursor)
B.1.1  SINtESIS. et 55
6.1.2 Rendimiento. ..o 57
6.1.3 Determinacion del peso molecular por cromatografia
de permeacion por gel (GPC).......cccoiiiiiiiiiiiiien 58
6.1.4 Caracterizacion

6.1.4.1 Espectroscopia infrarroja............c.cocviiiiiiiiiiiiinn. 59

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP /) ER%E;_'}E?AD

DEL PERU

6.1.4.2 Resonancia magnética nuclear.......................c.......... 62
6.1.5 Determinacion de la estructura de la cadena polimérica de la
polisuccinimida : lineal, ramificada o anillo abierto.................. 66
6.1.6 Incremento del peso molecular de la polisuccinimida (PSI)....... 68
6.1.7 Comparacion de las polisuccinimidas purificadas con una y
dOS PrecipitaCiones. ..o 78
6.2 Ligando polimérico : sal de sodio del a,B-poli(acido aspartico)
6.2.1  SINteSIS. et 79
6.2.2 Rendimiento.........ccouiuiuiiii 80
6.2.3 Determinacién del peso molecular de la sal de sodio del
a,B-poli(DL-acido aspartico) por el método de viscosimetria
1 E=T=T o T 81
6.2.4 Caracterizacion
6.2.4.1 Espectroscopia infrarroja............cccocviiiiiiiiiiiiinnanns 85
6.2.4.2 Resonancia magnética nuclear....................ccooceeeennnn. 86
6.2.5 Ensayos previos de sintesis de la sal de sodio del
a,B-poli(DL-ACIdO aSPArtiCO)........ocvuieieiiiiiiiiieeeiieee e 90
6.3 a,B-poli(DL-acido aspartico)
B.3.1 SINteSIS. e 91
6.3.2 Caracterizacion
6.3.2.1 Espectroscopia infrarroja............cccooovviiiiiiiiiiiin. 91
6.3.2.2 Resonancia magnética nuclear........................coeeee. 92

6.4 Determinacion del nimero de moléculas de agua en el reactivo

sulfato de vanadilo hidratado (VOSO4.XH20)......cevvvviiiiiiiiiiiiennn. 96
6.5 Complejo polimérico : vanadilo-a,B-poli(DL-&cido aspartico)

6.5.1 SINteSIS. .. 98

6.5.2 Caracterizacion
6.5.2.1 Espectroscopia infrarroja............c.ccoooiiiiiiiiiiiiienns. 102
6.5.2.2 Contenido de vanadio en los complejos....................... 107
6.5.2.3 Ultravioleta-visible...............cccoooiiiiiii 108
6.5.2.4 Resonancia magnética nuclear.................ccooceveienennn. 113

6.5.3 Solubilidad y cambio de color del complejo
vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico) en solucion................... 116
6.6 SOldO AzZUIINO. ..o 118

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP ; gx_}\gﬁgﬁm

DEL PERU

6.7 Ensayos de sintesis del complejo variando las condiciones de

(== T o7 T o T 122
7. CONCLUSIONES ... ottt 132
8. RECOMENDACIONES. ... ot 134
9. BIBLIOGRAFIA. ... oo 135
10, ANEXO S . .o 147

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




TESIS PUCP

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
i:igura 4,
Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.

Figura 18.

LISTA DE FIGURAS

Estructura de 1a inSUliNG. .......oovoii e

Cascada enzimatica de activacion de la glicégeno sintasa...........

Transporte de laglucosaenlacélula...................ooiiiiiiiiiinnn,
Posible accion insulino-mimético de los compuestos de vanadio..
Representacion esquematica del modelo de dos compartimientos
Paso de un polimero lineal (a) y globular (b) a través de
los poros, ambos con volumen hidrodindmico (Vh)
aproximadamente equivalentes...............ooiiiiiiiiiii

Distribucion intracelular del conjugado polimero-droga...............

Distribucion de los polimeros sintéticos después de la
administracion por diferentes vias al organismo........................

Estructura del y-poli(acido glutamico)...........cccooevivieiiiiennnnn.

Modo de complejacion del y-poli(acido glutdmico) a la

unidad vanadilo (estado SOlidO)............cccvuiiiiiiiiii

Estructura del a,B-poli(DL-acido aspartiCo)............cccevvuviieenanns

Sintesis de la polisuccinimida (PSI)..........c.coiiiiiiiiiie

Sintesis de la sal del a,B-poli(DL-&cido aspartico)......................
PSI formado después de tres horas de reaccion (a) ; PSI disuelto
en DMF (b) ; Precipitacién del PSI en agua (c) y PSI

(Producto final) (d)......oeveeeiie

Viscosimetro Ubbelonde. .........oovviii e

Mecanismo de reaccién de la sintesis de la polisuccinimida.........

Peso molecular de la polisuccinimida determinado por GPC........

Estructuras del poli(propileno-co-anhidrido maleico) (a) y de la

polisuccinimida (D) ..o,

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis

10

14

15

17

18

20

20

21

24

25

34

40

55

58

59




TESIS PUCP

PONTIFICIA

UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21

Figura 22

Figura 23.

Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Comparacion de los espectros IR de la polisuccinimida diluida en
KBr (a) y reportado en la literatura® (b) y la polisuccinimida
concentrada en KBr (c)y reportado en la literatura ® (d)..............
'H-RMN en DMSO-ds de la polisuccinimida..............ccccceueeeeeenn....

COSY en DMSO-dsde la polisuccinimida..............cooiviiieeinnn,

. ®*C-RMN en DMSO-d; de la polisuccinimida.................................

Designacion de los atomos de carbono en la estructura de la
polisuccinimida...........cooiiiiii

HSQC en DMSO-d; de la polisuccinimida..............ccccooviiiiiinnn...
Estructura lineal de la polisuccinimida...............cccoooiiiiiii..
Estructura ramificada de la polisuccinimida.................................
Estructura de anillo abierto de la polisucinimida............................
Reaccion entre la polisuccinimiday laDCC............cccoeiiiiiiiiinnnnn..
Mecanismo de reaccién entre la polisuccinimida y la DCC..............

Peso molecular del PSI, tratado con 20 mg de DCC por gramo
de polimero, determinado por GPC...........ccoiiiiiiiiiiiiiiieiieen,

Posibles productos no deseados formados durante la reaccién
de la polisuccinimida con la DCC y DMF como solvente.................

. 'H-RMN en DMSO-d; de la polisuccinimida sintetizada con el doble

del nimero de moles del H3PO485 %0..ccuvueiivieeeiiiiieceeeeeeeeeeeee

Mecanismo de reaccion de la sintesis de la sal de sodio del
a,B-poli(DL-Acido aSPArtiCO)........ccceveii i

Estructuras de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) (a) y
de la sal de sodio del poli(DL-acido acrilico) (b).........cccceeeveininnn...

Gréfica de la viscosidad reducida versus concentracion de la sal de
sodio del a,B-poli(DL-acido aSPArtiCo. .........covuveriieieiniiiiiiinanenn.

IR (KBr) de la sal de sodio del a,B3-poli(DL-4cido aspartico).............

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis

61

62

63

64

65

65

66

67

67

69

71

72

74

77

80

82

84

86




PONTIFICIA

TESIS PUCP : gR'%Eﬁ?:fAD

DEL PERU

Espectros "H-RMN (a) y ~C-RMN (b) en D,O de la sal de sodio
del a,B-poli(DL-acido aspartiCo).........ccceeevriiiiriiiiiiiieie e, 88

Figura 37.

Figura 38. IR (KBr) del a,B-poli(DL-acido aspartiCo)............ccveveveieinenennnannnnn. 92

Figura 39. Espectros *H-RMN a temperatura ambiente (a) y a 60 °C (b) en
D,0 del a,B-poli(DL-4cido aspartico)...........cccoveviiiiiiiiiiiiieeeeeeen,

Figura 40. Espectro *C-RMN (b) en D,0 del a,B-poli(DL-acido aspartico)........ 95

Figura 41. Sintesis del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico)
empleando la relacién molar de meros del polimero y cation
vanadilo2:16 3:1(a); complejo sélido himedo lavado con
aguay acetona helada (b) ; complejo secado bajo vacio a
temperatura ambiente (c) ; s6lido azulino hiumedo lavado con
agua y acetona helada (d) ; solido azulino secado bajo vacio y a
temperatura ambiente (€).........vevuiuieiiiiii 101

Figura 42. Comparacion de los espectros IR (KBr) del complejo vanadilo-a,B-
poli(DL-4cido aspartico) sintetizado empleando la relacién 2 moles
de meros del polimero por mol de catién vanadilo en la reaccién 1
(@), de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) (b) y del
complejo vanadilo-poli(y-acido glutamico) obtenido por Hu y
COlADOrAdOrES™ (C).....ceeeeeeeeeee e e, 103
Figura 43. Comparacion de los espectros UV-visible en solucién acuosa del
complejo vanadilo-a,3-poli(DL-acido aspartico) correspondiente a
una relacion molar 3:1 de meros del polimero por mol de
vanadilo, 9,5 mg/mL (pH =3) (a) y de VOS0,.2,5H,0 0,049 M
(pH GO, . 5 i O o & SN ... 109

Figura 44. Desdoblamiento de los niveles de energfa del ion VO®* en un
campo cristalino de geometria octaédrica distorsionada................ 111
Figura 45. Equilibrio de las geometrias pirdmidal cuadrada y trans-octaédrica
existente en la solucién del complejo (solucion amarilla)................ 112
Figura 46. Comparacion de los espectros *H-RMN en D,0 de la sal de sodio
del a,B-poli(DL-acido aspartico) (a) y del complejo vanadilo-a,B-
poli(DL-acido aspartico) sintetizado empleando la relacién 2 moles
de meros del polimero por mol de catién vanadilo (b)..................... 114
Figura 47. Comparacion de los espectros **C-RMN en D,0 de la sal de sodio
del a,B-poli(DL-acido aspartico) (a) y del complejo vanadilo-a,3-
poli(DL-acido aspartico) sintetizado empleando 3 moles de meros
del polimero por mol de catién vanadilo (b)...............ccoieiiiiinnt.

115

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




et PONTIFICIA
TESIS PUCP gglr\éeagﬁm

DEL PERU

Figura 48. Comparaciéon de los espectros IR (KBr) del sdélido amarillo
(producto liofilizado de la solucion amarilla) (a) y del a,B-poli(DL-
Acido aspartico) (D)......oeveii i 118

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




TESIS PUCP

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.

Tabla 11.

Tabla 12.

Tabla 13.

LISTA DE TABLAS

Ensayos del incremento del peso molecular del PSI variando
las condiciones de reacCion..........c..ccoviviiiiieieei e

Condiciones de sintesis de la sal de sodio del
a,B-poli(DL-AcidO aSPArtiCO)........cc.coeiriiiiii e

Sintesis del complejo a diferentes pH finales....................oooin

Condiciones de reaccion y concentraciones iniciales y finales del
polimero y del catién vanadilo en las sintesis a mayor dilucién.........

Condiciones de reaccién para la sintesis del complejo a 65 °C.........

Condiciones de reaccion de la sintesis del complejo a
diferentes relaciones molares..............cooiiiiiiiiiiiiiiic i

Resultados de la sintesis de las polisuccinimidas variando
las condiciones de reacCion............c.oeieiiieiiiiiiieiie e

Peso molecular y viscosidad intrinseca de la sal de sodio del
a,B-poli(DL-AcidO aSPArtiCO)........ccccoiiiiii i,

Datos de la grafica de la viscosidad reducida versus
concentracion de la sal de sodio del a,B-poli(acido aspartico)...........

Peso molecular de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico)
después de la hidrdlisis basica de la polisuccinimida a condiciones
fuertes. V... ") . ot S

Datos para la determinacién del N° de moles de moléculas de H,O
por mol de moléculas de VOSO4.XHO....oiiiiiiiiiiiii

Rendimiento de la sintesis del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido
ASPAMICO) . ettt e

Sefiales del espectro IR de la sal de sodio del a,3-poli(DL-acido
aspartico), de los complejos vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico)
sintetizados empleando la relacion 2 moles de meros de polimero
por mol de cation vanadilo de las reacciones 1 y 2 y del complejo
vanadilo-poli(y-acido glutamiCo)..........ccoeveviiiiiiie e

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis

37

41

51

52

53

54

76

83

84

90

104




\‘\WNE,;%

4 + fl_% | UNIVERSIDAD
TESIS PUCP % AT IeR

Tabla 14. Valores de A[v,s(COO) - v¢(COQO)] de los complejos
vanadilo-a,B-poli(DL-Acido aspartiCo).........cooeveiriieiiiieieieiieaeenas 106

Tabla 15. Contenido de vanadio, determinado por ICP, en los complejos
vanadilo-a,B-poli(DL-Acido aspartiCo).........cooeeeiriieiiiiiieiiaieeeenns 108

Tabla 16. Maxima absorcién en el visible del VOSO,y de los complejos
vanadilo-a,B3-poli(DL-&cido aspartico) y vanadilo-poli(y-acido
glutdmico) (medidosen H,OyapH =3)...cociiiiiiiiiiiiiiiee 110

Tabla 17. Porcentaje de sélido azulino formado durante la sintesis
del COMPIEJO. ... 119

Tabla 18. Porcentaje de vanadio, azufre y cloro en el sdlido azulino
determinado por andlisis de activacién neutrénica, fluorescencia

derayos X € ICP. ... 121

Tabla 19. Porcentaje de rendimiento y contenido de vanadio de dos de los
productos sintetizados a menores concentraciones finales de los
(=TT = 1 (= TP

126

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




\‘\WNE&%

§r T - r% PONTIFICIA
TESIS PUCP g gs ER-PEE;_'}E',E’AD

DEL PERU

LISTA DE ANEXOS

ANEXO 10.1 Caracterizacién de la polisuccinimida tratada con DCC................ 148

ANEXO 10.2 Sintesis y caracterizacién por IR del PSI a mayor temperatura ....

151

ANEXO 10.3 Caracterizacion de la sal de sodio del a,3-poli(DL-acido aspartico)

mediante espectroscopia RMN............cooiiiiiiii e, 153
ANEXO 10.4 Caracterizacion por UV-visible del complejo y del

1, B-POli(DL-ACIAO ASPACO) ..o 159
ANEXO 10.5 Caracterizaciéon del sélido azulino por IR y UV-Visible.................. 160
ANEXO 10.6 Sintesis, caracterizacion por IR y resultados de los productos

obtenidos por sintesis del complejo a diferentes pH finales........... 163
ANEXO 10.7 Resultados y caracterizaciéon por IR de los productos obtenidos

por sintesis del complejo a menores concentraciones................. 167
ANEXO 10.8 Resultados y caracterizacion por IR de los productos obtenidos

por sintesis del complejo a mayor temperatura.......................... 169
ANEXO 10.9 Sintesis, caracterizacion y resultados de los productos obtenidos

a diferentes relaciones molares de meros de polimero a VO?*...... 171

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP : gx_}\éeagﬁmn

DEL PERU

1. DIABETES

1.1 Diabetes mellitus

La Diabetes mellitus, referida simplemente como diabetes, consiste de un grupo de
enfermedades metabdlicas crdnicas en que una persona tiene altos niveles de azlcar
en la sangre porque el cuerpo no produce suficiente insulina o porque las células no
responden a la insulina que es producida. Este alto contenido de azlcar en la sangre
produce sintomas clasicos de polidrea (miccion frecuente), polidipsia (aumento de la
sed), polifagia (aumento del apetito)' y glucosuria (alto contenido de azlcar en la

orina). 2

La Diabetes mellitus es una de las enfermedades no transmisibles mas comunes en el
mundo. Aungue no es mortal en si misma, es la cuarta o quinta causa de muerte en los
paises desarrollados, principalmente a causa de sus graves complicaciones micro- y
macro- vasculares a largo plazo como infarto, derrame cerebral, ceguera, amputacién
de los miembros inferiores y otros®*, y neurolégicas como mononeuritis y polineuritis

(pérdida sensorial y alteracion de los reflejos motores y sensitivos).®

Segun cifras de la Federacion Internacional de Diabetes (FID), hay mas de 366
millones de personas que padecen de diabetes en el mundo, la cual representa el
8,3 % de la poblacion adulta global, y se espera que esta cifra alcance los 552 millones
(9,9 %) para el 2030. ° Tan solo en el Pert son casi dos millones de personas las que
sufren esta enfermedad, es decir, alrededor del 8 % de la poblacién, encontrandose a

Lima y a Piura como los mas afectados. "®

Existen tres tipos principales de diabetes:

a. Diabetes mellitus tipo 1 (DM tipo 1): Este tipo resulta de una deficiencia en la
secrecion de la insulina, hormona reguladora del nivel de glucosa en la sangre.

También se le llama diabetes dependiente de la insulina, IDDM, y diabetes juvenil. *

b. Diabetes mellitus tipo 2 (DM tipo 2): Este tipo resulta de una resistencia a la accién

de la insulina; una condicion en que las células fallan para usar apropiadamente a la
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insulina, a pesar de no existir déficit de la misma. También se le llama diabetes no

dependiente de la insulina, NIDDM, y diabetes de edad adulta. *

c. Diabetes mellitus gestacional: Este tipo se produce cuando una mujer embarazada,
guien nunca ha tenido diabetes, presenta altos niveles de azucar en la sangre durante

el embarazo. Esto puede preceder al desarrollo de la DM tipo 2. *

Otras formas de Diabetes mellitus incluyen a la diabetes congenital, la cual resulta de
defectos genéticos en la secrecion de la insulina, la diabetes relacionada con la
fibrosis quistica, la diabetes esteroide inducida por altas dosis de glucocorticoides y

varias formas de diabetes monogénica.’

Hasta la fecha, no existe otro tratamiento clinico para la DM tipo 1 que inyecciones
diarias de insulina o andlogos de insulina. El tratamiento de la DM tipo 2, que afecta al
90 - 95% de los pacientes con diabetes, requiere, aparte de una dieta adecuada y
ejercicio, la administracion de algun farmaco oral con efecto hipoglicemiante. En la
ultima década el avance ha sido grande y actualmente existen cinco tipos de
medicamentos orales de origen organico disponibles en el mercado: sulfonilireas,
glinidas, biguanidas, tiazolidinedionas e inhibidores de alfa-glucosidasa, cada uno de
los cuales posee un mecanismo particular de acciéon. Sin embargo, ninguno de ellos,
por separado o combinados, es capaz de reemplazar el efecto mdltiple de la insulina y
presentan en mayor o menor grado efectos secundarios adversos. Otro problema es
que suelen disminuir su efectividad cuando la enfermedad progresa, por lo que se
suele recurrir en estos casos a una terapia combinada (con una droga complementaria)

e incluso a dosis de insulina. >*°

1.2 Insulina

La insulina es una pequefia proteina anabdlica de 5800 Da de peso molecular formada
por dos cadenas de polipéptidos, Ay B, (Figura 1) unidas por dos enlaces disulfuro. **
En muchas especies, la cadena A consiste de 21 aminoacidos y la cadena B de 30

aminoacidos. 2
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Figura 1. Estructura de la insulina

Adaptada de la referencia 13

La insulina es sintetizada en el pancreas como un precursor inactivo de una sola
cadena (preproinsulina) con un grupo amino terminal, secuencia de sefial, que
direcciona su pasaje dentro de vesiculas secretoras. La remocion proteolitica de esta
secuencia de sefial y la formacion de tres enlaces disulfuro producen la proinsulina.
Esta es almacenada en granulos secretores en las células pancreaticas B en los Islotes
de Langerhans donde proteasas especificas rompen dos enlaces peptidicos de dicha
proinsulina para formar la molécula de insulina. El incremento de los niveles de glucosa

en la sangre estimula la secrecién de la insulina.**

A pesar que la secuencia de aminoacidos de la insulina varia entre especies, ciertos
segmentos de la molécula son altamente conservados, incluida la posicién de los
enlaces disulfuro, ambos extremos de la cadena A y los residuos C-terminales de la
cadena B. Estas similitudes en la secuencia de amino&cidos de la insulina conducen a
tres conformaciones dimensionales de la insulina que son muy similares entre las
especies. Asi, es muy probable que la insulina de un animal sea biol6gicamente activa
en otras especies, de hecho, la insulina porcina ha sido ampliamente utilizada para

tratar a pacientes humanos.*
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La insulina estimula la toma de glucosa por el masculo y por el tejido adiposo, donde la
glucosa es convertida a glucosa-6-fosfato, siendo en el higado donde la glucosa-6-
fosfato se convierte en glicogeno cuando la insulina activa a la enzima glicbgeno
sintasa e inactiva a la fosforilasa glicogeno. Ademds, la insulina estimula el
almacenamiento de la glucosa como grasa en el tejido adiposo. Esto ocurre cuando,
en el higado, la insulina activa la oxidacion de la glucosa-6-fosfato a piruvato via
glicdlisis y la oxidacién de piruvato a acetil-CoA; si no toda la CoA ha sido oxidada, se
usa la energia (ATP) para la sintesis de acidos grasos (triacilgliceroles), los cuales son
liberados del higado y almacenados en el tejido adiposo. En resumen, la insulina
convierte el exceso de glucosa sanguinea en dos formas de almacenamiento: como
glicégeno en el higado y en el musculo y como triacilgliceroles en el tejido adiposo. **

La insulina, también, inhibe la secrecién y los efectos del glucagén **°

16, 17

y estimula la

inhibicién de la gluconeogénesis hepatica.

1.2.1 Accidén requladora de lainsulina

El receptor de la insulina (RI) es un heterotetrAmero que consiste de dos subunidades
alfa (a), ubicadas en el compartimiento extracelular, las cuales se encuentran

enlazadas a dos subunidades B, transmembrana, mediante enlaces disulfuro.*®

En la Figura 2 se muestra la cascada enzimatica de la activacion del glicogeno sintasa
por la insulina. Esta se inicia cuando la insulina se enlaza a la subunidad alfa del
receptor, activando a un residuo de tirosina de la proteina quinasa de la subunidad
beta', el cual ahora fosforila a la proteina del substrato del receptor insulinico-1 (IRS-
1). Luego, el IRS-1 activa a la proteina fosfoinositida-3-quinasa (PI-3K). La activacion
del PI-3K involucra un enlace de esta proteina con el IRS-1 por medio del dominio SH2
del PI-3K. El PI-3K activado fosforila al fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP,) de la
membrana lipidica convirtiéndolo a fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Por otro lado,
la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) puede convertir al PIP; de
regreso a PIP,.%°

El PIP; activa a la proteina piruvato deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1), que a su vez
activa a la proteina quinasa B (PKB) también llamada Akt. Luego, la PKB fosforila
residuos de serina y treonina de proteinas especificas como la glicégeno sintasa

guinasa 3 (GSK3) la cual se convierte asi a su forma inactiva, fosforilada. De esta
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manera, finalmente la glicogeno sintasa (GS) es activada y por lo tanto estimula la

sintesis del glicogeno. ** %

En la Figura 3 se muestra como la PKB también acelera la translocacién del
transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) de las vesiculas intracelulares hacia la
membrana plasmética, en el tejido adiposo y muscular, estimulando la toma de la
glucosa de la sangre.”® Ademas, como la concentracion intracelular de la glucosa es
baja debido a la fosforilacibn de la glucosa a glucosa-6-fosfato, la presencia de
transportadores activos en la membrana plasmatica (GLUT4) favorece el movimiento

de la glucosa del espacio extracelular al interior de la célula.*’

Insulina Espacio
extracelular

Membra-
na
celular

/ ée\ GLUTA

transportador
Activa Glucos insertado en

lamembrana

3 Glicégeno
activada sintasa
activada
1 2 4
1. Cuando la insulina se| 2.ElIRS-1 activa ala PI-3K, el 3. El PIP; activa a la 4. La PKB (Akt) cataliza la
enlaza al receptor de| cual cataliza la adicién de un PKB, llamada Akt. fosforilacion de proteinas
insulina (IR), la proteina| grupo fosfato a la membrana especificas (GSK3)

quinasa de la subunidad | lipidica PIP, convirtiéndose a
beta fosforila a la proteina| PIPs. EI PTEN puede convertir al

IRS-1. PIP; de regreso a PIP,. glicgeno sintasa y la
translocacion del transportador

de glucosa, GLUT4, a la
membrana.

incrementando la actividad del

Figura 2. Cascada enzimatica de activacion de la glicogeno sintasa.
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Figura 3. Transporte de la glucosa en la célula
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2. VANADIO

Vanadio es un elemento traza que estd presente en muchos alimentos y puede ser
esencial en el cuerpo en pequefias cantidades.® El contenido total de vanadio en el
cuerpo humano es de aproximadamente 100 a 200 pg.”® Ademas, se cree que este
elemento puede estar involucrado en el crecimiento normal de los huesos.! También, el
vanadio se encuentra en bajas concentraciones (< 10® M) en todas las células de
plantas y animales #* y es relativamente abundante (aproximadamente 0,02%) en la
naturaleza. Por otro lado, ha sido demostrada la importancia del vanadio para el

crecimiento y desarrollo de cabras, ratas y pollos. 2

El vanadio tiene un nimero atémico de 23 y un peso atomico de 50,94 uma; es un
metal de transicion de la primera serie que muestra un amplio rango de estados de
oxidacion (—I, 0, +ll, +lll, +IV y +V) en especies monoméricas, oligoméricas y
poliméricas en solucion. Los estados de oxidacion IV y V son estables en solucién a pH
fisiolégico como vanadilo (VO*®) y vanadato (H,VO,), respectivamente. * La forma
anionica se asemeja en su comportamiento al fosfato, mientras que el cation vanadilo

se asemeja al Mg®*. %

En sistemas bioldgicos, el vanadio se encuentra complejado con proteinas de
transporte como transferrinas, albumina, hemoglobina y con compuestos de bajo peso

molecular como el glutation.

El vanadio ha sido estudiado como posible farmaco para el tratamiento de la sifilis,
para la reduccién del colesterol y la prevencién de caries, entre otros; sin embargo, el
enfoque actual se orienta a la creacién de farmacos con propiedades anticancerigenas,

insulino-miméticas y antidiabéticas.”®

Si bien el vanadio como agente antidiabético despertd un temprano interés, en 1899,

en la comunidad cientifica internacional®®

, las investigaciones en este campo se
interrumpieron tras el descubrimiento de la insulina en 1922.° En la década de los
80’s se reiniciaron los estudios con sales inorgéanicas de vanadio como el sulfato de
vanadilo (VOSO,), demostrdndose mediante numerosos estudios que los compuestos
de vanadio son capaces de imitar y/o potenciar la mayoria de los efectos metabdlicos

de la insulina tanto in vitro como in vivo.
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Los efectos insulino miméticos del vanadio en modelos animales de la DM tipo 1 se
relacionan con una restauracion de niveles adecuados de glucosa en el plasma
sanguineo y correccion de la hiperlipidemia, sin afectar los niveles de insulina.
Asimismo, el efecto hipoglicemiante se debe a un marcado incremento en la utilizacion
de glucosa por el tejido muscular y a una completa normalizaciébn de una elevada
produccion hepatica de glucosa. En modelos experimentales de diabetes tipo 2,
resistentes a la insulina, se demostré que el tratamiento con compuestos de vanadio
conducia a una disminucion en los niveles de glucosa e insulina en el plasma, asi como

a un incremento en la sensibilidad hacia esta Gltima.*®

En los ensayos iniciales con sales de vanadio, se observaron efectos colaterales
dafinos al organismo como trastornos gastrointestinales y deshidratacion. Estudios
posteriores demostraron que los complejos de vanadio (IV) con ligandos organicos son
mas efectivos en su accion hipoglicemiante, menos toxicos y mejor tolerados por el
organismo, disminuyendo asi los efectos secundarios. Para una buena absorcion y
permeabilidad en el organismo se requiere que estos posean, ademas de un peso
molecular relativamente bajo y un alto contenido de oxigeno y nitrégeno, un buen
balance lipofilico-hidrofilico. Este aspecto resulta clave puesto que estos compuestos
deben ser capaces de atravesar membranas bioldgicas, en general, por un mecanismo
de difusibn pasiva. Por otro lado, se busca ademas que los complejos sean
relativamente estables en los fluidos corporales y permanezcan en el organismo por un
tiempo lo suficientemente prolongado como para ejercer de modo efectivo su accion y
llegar hasta sitios claves de la accion de la insulina como son el higado, tejido adiposo,

6seo y muscular. 2827

El primer ensayo en humanos wusando un complejo de vanadio, el
bis(etilmaltolato)oxovanadio (1V), BEOV, completé en el afio 2000 la fase 1 de las
pruebas clinicas. En un estudio farmacocinético comparativo con VOSO,, se encontr
que el BEOV es absorbido mas rapido y que alcanza una mayor concentracion
plasmatica méaxima que el VOSO,. Ademds, mostré una biodisponibilidad tres veces
mayor que para una dosis equivalente de VOSQO,, corroborando resultados anteriores
en animales. No se observaron efectos adversos sobre ninguno de los individuos de la

poblacion en estudio.™®
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Estudios recientes del mecanismo de accion del vanadio a nivel molecular concluyeron
gue, al igual que la insulina, el vanadio estimula la degradacién de la glucosa en los
tejidos participando tanto en la toma de la glucosa como en la sintesis de glicogeno y

en la inhibicion de la produccion hepatica de la glucosa (HGP). '® %8

En la Figura 4, se presentan las posibles acciones insulino-miméticas de los
compuestos de vanadio. Estos podrian directamente inhibir a las proteinas tirosina
fosfatasa (PTP asa) y por lo tanto indirectamente activarian, es decir fosforilan, a la
proteina del substrato del receptor insulinico-1 (IRS-1), conduciendo a la activacion del
PI3K y del PKB (Akt) lo que permitiria la sefalizacion y estimulacion de la
translocacion del GLUT4 a la membrana plasmética para la toma de la glucosa. %
Ademas, la actividad del vanadio no se debe solamente a la inhibicién de las PTPasas
sino que, ademas, estudios in vivo demostraron que el vanadio estimularia la sintesis
del glicégeno favoreciendo directamente en la actividad de la proteina fosfatasa-1
(PP-1) la cual desfosforila (activa) a la enzima glicégeno sintasa. Contrariamente a la
insulina, el vanadio en dosis terapeduticas no tiene efecto sobre el PI3-K, PKB (Akt) y el
GSK-3, siendo estas las tres enzimas importantes que median los efectos

estimulatorios de la insulina sobre la sintesis del glicégeno.®
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Figura 4. Posible accion insulino-mimético de los compuestos de vanadio.
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Por otro lado, el incremento de la produccion hepatica de la glucosa (HGP) es el factor
de mayor contribucion al desarrollo de hiperglicemia en ambos tipos de diabetes, DM1
y DM2. La insulina inhibe la gluconeogénesis (sintesis de glucosa a partir de
precursores no glucosidicos como amino&cidos, lactato, piruvato, glicerol y cualquiera
de los intermediarios del ciclo de Krebs) en el higado, por lo tanto una deficiencia de
esta hormona conduce a un incremento en la produccion endogénica de glucosa en el
higado diabético. Un incremento en la HGP estd asociado con un incremento en la
expresion y actividad de dos enzimas claves en la gluconeogénesis, siendo estas la
fosfoenolpiruvato carboxiguinasa (PEPCK) y la glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa). En
consecuencia, un posible mecanismo de la actividad insulino-mimética del vanadio
podria darse en la inhibicién directa de estas dos enzimas. El mecanismo del efecto
inhibitorio del vanadio sobre estas enzimas parece que es independiente del sistema

P13-K/PKB, de acuerdo a estudios in vivo realizados en ratas diabéticas STZ.

Ademads, el vanadio podria corregir los altos niveles de glucagén en la sangre
(hiperglucagonemia). Como el glucagén estimula la gluconeogénesis en el higado, un
segundo mecanismo del vanadio para inhibir a la HGP seria corregir la
hiperglucagonemia afectando el mecanismo de sefializacion del receptor del

glucagén.®

Finalmente, el glucagén media sus efectos estimulatorios sobre las enzimas PEPCK y
G-6-Pasa por la activacion de su G-proteina acoplada a su receptor, ubicado sobre la
superficie de la célula, conduciendo de esta manera a la activacién del adenilato
ciclasa y un incremento intracelular de los niveles de cAMP (monofosfato adenosina
ciclica), el cual luego activa a la proteina quinasa cAMP dependiente. Por lo tanto, se
sugiere que el vanadio interfiere con los niveles o acciones del cAMP debido a que la
insulina puede contrarrestar los efectos del glucagén disminuyendo los niveles de

cAMP por medio de la activacién de la cAMP fosfodiesterasa. *°
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3. SISTEMA POLIMERO — DROGA

Los farmacos actuales para el tratamiento de las diversas enfermedades, incluida la
diabetes, adolecen en mayor o menor grado de ciertas deficiencias que limitan su
efectividad e introducen efectos colaterales adversos. Entre ellas destacan: i) pobre
solubilidad en agua, lo que obstaculiza una rapida y eficaz distribucion de la droga en
los fluidos corporales, ii) reducido tiempo de permanencia en el aparato circulatorio
como consecuencia de una rapida degradacion, acelerada excrecién renal y/o enlace a
proteinas especificas que facilitan su eliminacién por el higado y bazo, iii) falta de
especificidad celular, que conduce a una igual distribucion entre tejidos enfermos y

sanos con la consiguiente necesidad de dosis elevadas, iv) excesiva toxicidad. *°

Esta serie de deficiencias en los agentes terapéuticos convencionales ha promovido las
investigaciones dirigidas al desarrollo de diversas matrices poliméricas para la
liberacion lenta y controlada del agente activo en el plasma sanguineo, manteniéndolo
un tiempo prolongado por encima de la concentracion minima efectiva, pero por debajo
del nivel toxico. * En este contexto, destacan los conjugados poliméricos tales como

polimero-proteina, micelas poliméricas y polimero-droga.*

Un conjugado polimero-droga involucra una unién simbidtica entre los dos
componentes: el polimero que actiia como un vehiculo de carga y transporte y la droga
propiamente dicha. El polimero “sabe” como vencer los obstaculos biolégicos y
“entregar su carga” en el terminal adecuado, mientras que la droga “disfruta” de un

viaje seguro para ejercer finalmente su bioactividad en el tejido enfermo. *

El disefio y construccion del vehiculo polimérico representa un punto clave para el
desarrollo de un conjugado polimero-droga, ya que la actividad terapéutica del mismo
dependera criticamente de una serie de caracteristicas estructurales y quimicas del
polimero. Especificamente, el polimero debe estar compuesto de: i) una cadena
principal flexible, no toxica y biodegradable, ii) cadenas laterales que contengan, en

general, una 0 mas de los siguientes tipos de unidades:

a. Solubilizante : debe contener grupos hidrofilicos que garanticen la solubilidad del

polimero en agua.
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b. Ligante : debe contener grupos funcionales apropiados para una union biorreversible
(conjugacion) del tipo covalente o idnico a la droga.

c. Sitio-especifica : debe contener grupos directores hacia células o tejidos
especificos.*

La accesibilidad estérica de los sitios de union a la droga se ve favorecida por insercién
de un espaciador, es decir, una cadena de longitud apropiada entre el sitio de anclaje y
la cadena principal, lo que reduce un eventual impedimento estérico por la vecindad a

la cadena principal. *°

Un conjugado polimero-droga que cumpla con estas especificaciones sera un agente

terapéutico mas efectivo por las siguientes razones. *

a. Alta solubilidad en los fluidos corporales.

b. Aumento del tiempo de vida media de circulacién en sangre y de biodisponibilidad
de la droga por efecto protector del polimero.

c. Facil ingreso a la célula por un mecanismo activo (pinocitosis), que evita el

problema usual de una difusion pasiva no satisfactoria de solutos no poliméricos.

d. Alta especificidad hacia células y tejidos enfermos.

e. Disminucion de los efectos téxicos debido a la ausencia de droga libre por union

estable al polimero durante su transito por el sistema circulatorio.

f. Biodegradabilidad, lo que permite su eliminacion gradual del cuerpo como
fragmentos de tamafio adecuado para permitir su excreciéon por los mecanismos de

excrecion normal del cuerpo.

Por otro lado, el lograr una concentracion adecuada del polimero-droga en la sangre
resulta de un balance entre su recepcion por los tejidos y su velocidad de remocién en
la sangre por una combinacion de excrecion renal y remocion metabdlica por el higado

y otros componentes del reticulo endotelial segun el modelo del doble compartimiento
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(Figura 5). La concentracion del polimero en el compartimiento de la sangre esta dada
por la expresion Cp(t), en el que las variables A, B, a y B son funciones de la dosis
inicial Do, del volumen de distribucion V y de las tres constantes de velocidad : K (del

plasma al tejido) ; K., (del tejido al plasma) y Kejin (€liminacion).

Inyeccidn intravenosa
Volumen de distribucion

kelim

Excreciony

Cp(t) = Ae ™ + Be™

metabolismo

Figura 5. Representacion esquemaética del modelo de dos compartimientos
Traducida y adaptada de la referencia 32

En este contexto, es clave papel de la “arquitectura molecular” del polimero, que
comprende su tamafio, conformacién molecular en solucién, flexibilidad y ramificacion,

sobre el comportamiento in vivo de los vehiculos macromoleculares. *

El volumen hidrodinamico (Vh) y por consiguiente el peso molecular del polimero
influyen de modo critico en los mecanismos de excrecidbn del mismo con el
consiguiente efecto sobre su farmocinética y biodistribucién. Teniendo en cuenta que
la eliminacion renal constituye el mecanismo principal de excrecion del polimero del
cuerpo, una regla referencial aproximada es que su peso molecular debe estar por
encima de los 25 kDa para que su paso por los poros glomerulares de los riflones no
sea demasiado rapido, de manera que el conjugado polimero-droga permanezca el
tiempo suficiente en el aparato circulatorio que le permita ejercer su accion.* Sin

embargo, el higado y los componentes del reticulo endoplasmatico (bazo) también son
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capaces de remover polimeros de la sangre en un proceso llamado opsonizacion,
cuando el didmetro hidrodindmico (Dh) supera los 200 nm. Las proteinas opsina
presentes en la sangre se enlazan al polimero para incrementar su reconocimiento por
las células fagociticas. Las proteinas opsina tienden a enlazarse y eliminar a los
polimeros hidrofébicos o cargados mas que a los polimeros hidrofilicos y neutros.
Adicionalmente, el reticulo endoplasmatico puede eliminar a los polimeros
indirectamente por degradacién, siempre y cuando contengan enlaces peptidicos o

éster, %2

La formay flexibilidad de una macromolécula también juegan un papel crucial sobre su
velocidad de eliminacion renal y tiempo de vida media en la sangre, al influenciar de
modo decisivo, a igual que el Vh, su permeabilidad glomerular en los rifiones. En este
sentido, un polimero lineal se filtra a mayor velocidad que uno de forma globular
(Figura 6). *

(a)

-

-

E
B

- o 3
§ r

(b)

Figura 6. Paso de un polimero lineal (a) y globular (b) a través de los poros, ambos con
volumen hidrodindmico (Vh) aproximadamente equivalentes

Adaptada de la referencia 32

El polimero lineal con conformacién helicoidal al azar faciimente penetra y repta a
través del poro. Por otro lado, el polimero con conformacion rigida globular tiene que
deformarse para pasar a través del poro, sin embargo, si su peso molecular es mayor

del umbral tanto la entrada como el pasaje a través del poro podrian ser dificiles.*

En relacién al mecanismo de difusion activa que caracteriza el ingreso intracelular del

polimero, existen dos variantes dependientes de la solubilidad y el peso molecular del
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mismo: fagocitosis y pinocitosis. La Fagocitosis consiste en la captura de material
particulado, usualmente con un diamétro hidrodindmico mayor a 200 nm, como se ha
mencionado anteriormente, por células especializadas del sistema reticuloendotelial
incluidos macréfagos del higado, pulmén, bazo y monocitos. ** Mediante este
mecanismo la unién de las particulas a la membrana celular es esencial para activar la
inmersion. Una vez que se establece una interaccion firme entre el polimero con la
superficie de la célula, la membrana celular comienza a moverse hacia afuera para
rodear a la particula utilizando el mecanismo de cierre. Finalmente, la particula es

inmersa dentro de una vacuola fagocitica. *

La pinocitosis, por su parte, describe la inmersion de la membrana celular para formar
pequefias vesiculas llamadas pinosomas, las cuales durante su formacion capturan
fluido extracelular, a todos los solutos disueltos y a cualquier material adherido a la
superficie de la membrana plasmatica. Las vesiculas formadas presionan y migran
dentro del citoplasma celular donde ocurre una serie de eventos de fusién. Los
pinosomas se pueden fusionar entre ellos para formar vesiculas mas grandes o se
fusionan con lisosomas primarios 0 secundarios con liberacién de la membrana para
ser nuevamente usada en la superficie. Los lisosomas son pequefas vesiculas de
origen intracelular que contienen enzimas hidroliticas capaces de degradar
macromoléculas. La hidrélisis del material capturado se lleva a cabo dentro del
lisosoma secundario y los productos de bajo peso molecular liberados pasan a través
de la membrana lisosomal hacia el citoplasma para su reutilizacién o remocion de la
célula. Las macromoléculas que no son biodegradables se acumulan dentro de los
lisosomas secundarios los cuales son liberados lentamente por exocitosis 0 como

consecuencia de la muerte celular.®

Las macromoléculas pueden ser capturadas por el mecanismo de pinocitosis por dos
caminos diferentes: por fase fluida y por adsorcién. El primero resulta de una toma al
azar de todo el material extracelular, mientras que el segundo, se caracteriza por una

cierta especificidad celular de la membrana hacia determinadas moléculas.*

DeDuve y colaboradores fueron los primeros en sefialar que la importancia de la
conversion de drogas a especies macromoleculares radica en que estas penetran a
las células principalmente por pinocitosis.** Algunas ventajas de este mecanismo son

las siguientes:
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a. La captura pinocitica de macromoléculas parece ser comun en todos los tipos de
células lo que permite liberar agentes quimioterapeulticos para combatir una multitud

de diferentes enfermedades.

b. El uso de sistemas receptores conocidos de células especificas permitiria la

focalizacion de agentes farmaceuticos para las células en cuestion.

c. El disefio de los enlaces polimero-droga, los cuales se rompen Unicamente dentro
del lisosoma, permite desarrollar un transportador polimérico el cual seria estable en el

ambiente extracelular, pero capaz de liberar drogas activas dentro de la célula. **

Otra consideracién importante en el disefio de un conjugado polimero-droga es el
mecanismo de liberaciobn de la droga por biofisibn en el interior de la célula,
especificamente en los lisosomas. El interior de los lisosomas por naturaleza tiene un

pH usualmente de 5 y contiene enzimas que catalizan a dicho pH la biofisién.*

La ruptura del enlace polimero-droga en el lisosoma puede ocurrir por un mecanismo
enzimatico o por un cambio de pH; este dltimo involucra una liberacién mas rapida de
la droga, (Figura 7). **

pH=7,4

“Po Bo Po Internalizacion de un conjugado
%&@o polimero-droga por pinocitosis.

"
!
i |

/ \
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Transporte via vesicula hacia los
lisosomas

P
3;"1

SR o _ -
4/ Ou B o Liberacion de la droga fuera
. / de los lisosomas hacia el

\ 2 nucleo por un mecanismo

enzimatico o hidrolitico.

Figura 7. Distribucion intracelular del conjugado polimero- droga

Traducida y adaptada de la referencia 31.
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Por otro lado, el cuerpo humano se divide en diferentes compartimientos y la habilidad
de un polimero de acceder a cada compartimiento, es decir a las células de esa area,
depende de muchos factores incluida su habilidad para penetrar barreras
intracompartamentales. ** En la Figura 8 se muestran algunas de las interrelaciones
entre los diferentes compartimientos y algunos de los procesos que influyen en la

migracion de los polimeros de un érea a otra.

Intraperitoneal

!

CEREBRO FLUIDOS CORPORALES
Difusion a través de las 7'y
paredes capilares
Barrera Pinocitosis
sangre/cerebro
v

PLASMA [ Pinccitesis | CELULAS/ TEJIDOS <:| Intra-muscular

Intravenoso Libre o unido Metabolismo/ Degradacién
a proteinas
Filtracion s i6n a la bili
ecrecion a la bilis
Glomerulay, Pinocitosis
RINON INTESTINO Oral
EXCRECION

Via orina o heces

Figura 8. Distribucion de los polimeros sintéticos después de la administracion
por diferentes vias al organismo

Traducida y adaptada de la referencia 33

Se ha desarrollado un gran niumero de conjugados de polimeros con drogas organicas,
varios de los cuales con accion anticancerigena se encuentran incluso en fases

avanzadas de ensayos clinicos. **

En el campo particular de vehiculos poliméricos asociados a metalofarmacos, las
investigaciones se han centrado en aquellos basados en drogas anticancer de la familia
del cisplatino y del tipo ferroceno, mientras que trabajos con otros metales, tales como

titanio y rutenio, contindian teniendo un papel marginal hasta ahora.*
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4. DISENO Y SINTESIS DEL COMPLEJO VANADILO-a,8-POLI(DL-ACIDO
ASPARTICO)

4.1 Disefo

La limitada eficacia y efectos colaterales adversos de los farmacos orales comercialmente
disponibles de origen organico para el tratamiento de la diabetes tipo 2 han estimulado la
busqueda de nuevas drogas antidiabéticas orales de alta potencia y con minimos efectos
adversos. En este contexto, juega un papel importante actualmente la investigacion
orientada al desarrollo de metalofarmacos antidiabéticos basados en vanadio complejado

con ligandos orgénicos.

Si bien la investigacién en el campo de complejos de oxovanadio (IV) con ligandos
organicos de bajo peso molecular continGia activa y en nuestro grupo se esta trabajando en
introducir variaciones en el balance hidrofilico-lipofilico de los ligandos base mediante
variaciones en los sustituyentes, la alternativa de usar un ligando polimérico que confiera
caracter hidrosoluble al complejo metalico y cumpla un papel estabilizante y protector del

mismo en los fluidos corporales resulta particularmente atractiva.

El ligando polimérico debe actuar como un vehiculo transportador de la sustancia activa,
en este caso el cation vanadilo, por medio de los fluidos corporales de base acuosa,
estabilizandolo y protegiéndolo de los agentes biol6gicos externos capaces de degradarlo
y aumentando asi su tiempo de vida media de circulaciébn en sangre lo suficiente para
propiciar una toma efectiva por los tejidos de los érganos de interés, lo que le permite
ejercer eficientemente su accién terapéutica. Sin embargo, no debe permanecer luego por

mucho tiempo, sino ser eliminado para minimar efectos téxicos.?

Recientemente fue reportada la sintesis de algunos conjugados polimero-droga con el
cation vanadilo: vanadilo-poli(acrilamida-co-acido acrilico) empleado en inmunoensayos®,
vanadilo-quitosano * y el de mayor interés para el presente trabajo, el vanadilo-poli(y-acido
glutamico), VO(y-pga), el cual involucra un polimero pseudosintético no toxico,

biodegradable, hidrosoluble y biocompatible (Figura 9). En este complejo, en estado
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sélido, se determiné por resonancia de spin electrénico que el cation VO** se enlaza
mediante dos grupos carboxilatos de la cadena lateral del biopolimero completandose la

coordinacién piramide cuadrada con dos moléculas de agua (Figura 10).%

Figura 9. Estructura del y-poli(acido glutamico)
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Figura 10. Modo de complejacién del y-poli(acido glutdmico) a la unidad vanadilo

(estado s6lido)*

Estudios metalocinéticos en modelos animales de diabetes tipo 1 indicaron una
biodisponibilidad para este conjugado polimero-droga, VO(y-pga), mucho mayor que para
VOSO,. Ademas, se observé una normalizacion de la hiperglicemia en pocos dias de
administracion oral.*” Resultados similares se obtuvieron con modelos animales de DM tipo
2.38
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En base a estos antecedentes, se plantea la sintesis y caracterizacibn de un nuevo
conjugado poliaminoacido-vanadilo utilizando en este caso como vehiculo polimérico al
a,B-poli(DL-acido aspartico) (Figura 11), con un peso molecular definido y ubicado dentro
de un rango conveniente para una posible aplicacion como farmaco antidiabético. Este
polimero pseudosintético relne, a semejanza del reportado, las caracteristicas de ser
biodegradable, biocompatible, hidrosoluble y no toxico, ademas de poseer capacidad
ligante hacia centros metalicos. Ademas, el polimero seleccionado es muy versatil y ofrece
muchas posibilidades de derivatizacién. Entre los numerosos polimeros derivados del a,[3-
poli(DL-acido aspértico) se encuentran : las poliaspartamidas, que pueden contener
cadenas laterales con objetivos definidos como especificidad celular, sitios de anclaje con
espaciadores que podrian optimizar la coordinacion del vanadio o también grupos

funcionales que permitan coordinar con otros metales® *° ; las micelas poliméricas, por

ejemplo, el poli(acido aspartico)-block-polietilenglicol “*

y poli(acido aspartico)-block-
polioxazolinas*? ; hidrogeles de poli(acido aspartico) ** y finalmente reticulaciones solubles

de poli(acido aspartico)**.

o) (@)
— NH NH———
OH OH
o i y ' q

— oa-amida B-amida —n

Figura 11. Estructura del a,B-poli(DL-&cido aspartico)

El a,B-poli(DL-acido aspartico) es un polimero lineal y flexible que contiene grupos
carboxilicos hidrofilicos, lo cual le confiere el caracter hidrosoluble, requisito vital para el

desarrollo de un conjugado polimero-droga efectivo.

La ventaja de usar el poliaminoacido sintético a,B-poli(DL-acido aspéartico) radica en que
este, a diferencia de su contraparte natural (poli(L-4cido aspértico)), que sufre una
degradacion demasiado rapida como consecuencia de la actividad de la enzima alfa-

peptidasa presente en el plasma sanguineo, es mucho mas resistente a dicha degradacion
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gracias a la presencia de grupos CH de configuracién D y unidades beta-péptidos (B) en la
cadena principal que son inertes al ataque de dicha enzima.*

Numerosos polimeros naturales extraidos de plantas, algas y animales que presentan
actividad biolégica, en particular antiviral y antitumoral, son polianiénicos.** Este hecho
propicio la busqueda de drogas poliméricas aniénicas, encontrandose en ellas una relacion
entre el peso molecular y la toxicidad. Se determind que esta Ultima aumenta grandemente
cuando el peso molecular supera los 50 kDa porque podria ocasionar anemia, inhibicién de
la enzima oxidasa microsomal hepatica, disminucién de las células de la médula 6sea y la

involucién de la glandula timo.3* %

Por otro lado, para que un polimero lineal pueda fungir como un vehiculo polimérico
efectivo su didmetro hidrodinamico debe ser del mismo orden de magnitud que los poros y
aperturas presentes en el sistema vascular y excretorio del organismo. Esto exige, como

se discutié en el capitulo anterior, un peso molecular superior a los 25 kDa.*

En conclusién, el rango ideal de peso molecular para un vehiculo polimérico lineal y
polianiénico como el a,B-poli(DL-&cido aspértico) sintetizado en el presente trabajo esta
entre los 25y 50 kDa. 3 3%3%.39

En este sentido, otra ventaja de que el polimero en cuestibn sea un poliaminoacido
sintético, es que esto permite un control adecuado de su peso molecular, dado que los
naturales generalmente poseen un peso molecular muy alto, mayor que 200 kDa y son
particularmente polidispersos (Mw / Mn > 2).3!

En este contexto, conviene hacer referencia a que el conjugado polimero-vanadilo
reportado por Sakurai y colaboradores ** %', VO(y-pga), se prepar6 a partir de y-poli(acido
glutamico) con un peso molecular de 500 kDa, lo que a nuestro criterio explica que aunque
la mejora en propiedades antidiabéticas haya sido relativamente buena con respecto a una
sal de vanadio; sin embargo, result6 modesta respecto a un complejo molecular como el
bis(etilmaltolato)oxovanadio (1V), BEOV.
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En la seleccion de un vehiculo polimérico para el desarrollo de un conjugado polimero-
droga, otro factor importante a considerar es la capacidad ligante del mismo hacia una
sustancia activa. En nuestro caso, el agente activo serd el cation vanadilo, el cual posee
una gran afinidad por oxigeno formando un enlace V-O particularmente fuerte con los
grupos carboxilato COO" en la cadena del a,B-poli(DL-4cido aspértico). Este es un ligando
polidentado via dichos grupos COOQO’, los que son capaces de una complejacion muy
efectiva al cation oxovanadio (IV) por efecto quelato. Esto confiere una gran estabilidad al
conjugado vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico). Ademas, el alto niumero de grupos
carboxilicos del polimero le otorga una gran capacidad de transporte de la droga a través

del organismo.

La presencia de unidades a- y B-amida en la cadena principal del a,B-poli(DL-acido
aspartico) da lugar a diversas posibilidades de coordinacién con el ion vanadilo, por lo cual
podran formarse anillos quelato de diversos tamafios. Sin embargo, gracias al fuerte
enlace V-O no resulta determinante en nuestro caso particular la formacién de un anillo de
5 a 7 miembros sobre la estabilidad del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspéartico). Por
otro lado, el hecho de que el complejo similar ya reportado VO(y-pga) exhiba una
coordinacién piramidal cuadrada formada por dos carboxilatos y dos moléculas de agua
(Figura 10), en estado solido, sugeriria que el polimero sintetizado en el presente trabajo

poseeria esta misma coordinacion en dicho estado sélido.

Por ultimo, el conjugado polimérico a desarrollarse en esta investigacion es hidrosoluble,
en consecuencia, ingresaria a la célula por un mecanismo activo del tipo pinocitocis, en
contraste con la difusion pasiva de los compuestos moleculares vanadilo. Ademas, el
caracter parcialmente iénico de los enlaces del agente activo VO?* a los grupos carboxilato
COO’ conduciria a un mecanismo hidrolitico de biofision del agente antidiabético en el
interior del lisosoma por cambio de pH, permitiendo que la ruptura enzimatica sea mas

rapida en comparacion a la enzimética de una unién covalente.

4.2 Sintesis del polimero precursor, polisuccinimida (PSI)

En el presente trabajo la polisuccinimida (PSI) sera preparada siguiendo el método de Neri

45, 46

y colaboradores con ciertas modificaciones. Se realizara la polimerizacion térmica del
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monomero DL-&cido aspartico en presencia de H;PO, como catalizador acido entre 160 —
180 °C por tres horas de reaccion.

El proceso de polimerizacién ocurre por reacciones de condensacion en dos etapas.
Primero, una intermolecular entre un grupo amino de una molécula de &cido aspartico y un
hidroxilo de los grupos carboxilicos de otra molécula de &cido aspértico, formando los
enlaces amida. Este paso es catalizado por el H;PO, (Figura 12, (1)). La segunda
reaccién intermolecular involucra la pérdida de otra molécula de agua por reaccion del
nitrdgeno amida y el hidroxilo de un grupo carboxilico conduciendo a la formacién de la
succinimida (Figura 12, (2)).

(1)

(0] 0
H,oN Y/ HoN /
H3PO, 85%
OH + OH —  » + H,0
OH OH 160 - 180 °C
\ %
e} O
n
(2) .
V4
160 - 180 °C
N
(0]

Figura 12. Sintesis de la polisuccinimida (PSI)

En el presente trabajo la polisuccinimida sera caracterizada por espectroscopia FT-IR,
'H-RMN, *C-RMN, COSY, HSQC y HMBC.

Se realizaran modificaciones del método ejecutado en cuanto al numero de moles del
H:PO, 85%, la temperatura y el tiempo de reaccion. Ademas, se realizara una reaccion

particular de la polisuccinimida con el reactivo N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC).
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4.3 Sintesis de la sal de sodio del a,B8-poli(DL-4cido aspartico)

En este trabajo se va a realizar la sintesis de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido
aspartico) a partir de la hidrélisis basica de la polisuccinimida con NaOH 2 M, pH 11,5 —
12,5. La reaccion se realizard con agitacion por tres horas y a temperatura ambiente como
ha sido reportado por Shinoda y colaboradores para una hidrélisis alcalina de una muestra

de PSI.*® La solucién polimérica sera finalmente dializada v liofilizada.

En la Figura 13 se presenta la reaccion de sintesis de la sal de sodio del a,B-poli(DL-&cido
aspartico). Mediante la hidrélisis alcalina de la polisuccinimida ocurre la apertura del anillo

para formar unidades a-amida y B-amida.

B - apertura
NaOH 2N ﬁ (|)|
—r—C—HC—NH C—CH,—CH—NH —
25 °C, 3 horas CH, COONa
\\ | P q
COONa
- —n
o - apertura o-amida B-amida
Polisuccinimida Sal de sodio del o,B-poli(DL-acido aspartico)

Figura 13. Sintesis de la sal del a,B-poli(DL-acido aspartico)

En el presente trabajo la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) sera caracterizada
por espectroscopia FT-IR, *H-RMN (temperatura ambiente y a 60 °C), **C-RMN, COSY
(temperatura ambiente y a 60 °C), HSQC y HMBC.

Se realizaran variaciones al método desarrollado en cuanto al pH de la hidroélisis basica y

la temperatura de reaccion.
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4.4 Sintesis del a,8-poli(DL-acido aspéartico)

El a,B-poli(DL-4cido aspértico) se sintetizara a partir de la sal de sodio del a,B-poli(DL-
acido aspértico). La solucién polimérica de la sal, pH 9 - 10, ser& ajustada a pH 3 con HCI
35 %. Este pH garantiza que el polimero esté completamente protonado dado que el pKa
de esta macromolécula es 4,87.*° Finalmente, la solucién acida del polimero sera dializada

para obtener el producto a,B-poli(DL-acido aspartico).

El a,B-poli(DL-4cido aspértico) sera caracterizado por FT-IR, 'H-RMN (temperatura
ambiente y a 60 °C) y *C-RMN.

4.5 Determinacion del peso molecular de la polisuccinimida y de la sal de sodio del

a,B-poli(DL-acido aspartico).

El peso molecular de la polisuccinimida sera determinada por cromatografia de
permeacion por gel (GPC) en el Instituto de Investigacion de Polimeros de Dresden,
Alemania y de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) se determinara por

viscosimetria intrinseca o capilar.

El método GPC involucra la permeacion de una solucién polimérica a través de una
columna empacada con esferas de poliestireno entrecruzado de diferentes didmetros de
poro. Las moléculas pasan a través de la columna, a través de las esferas y a través del
volumen entre las esferas (volumen intersticial). El transporte por el volumen intersticial es
mas rapido que a través de los poros de las esferas. Las moléculas mas pequefias, en la
columna, penetran todas las esferas debido a que su volumen hidrodindmico es mas
pequefio que el tamafio del poro de dichas esferas. Por otro lado, las moléculas de
polimero mas grandes no penetran todas las esferas porque su tamafio molecular es mas
grande que el tamafio del poro de algunas de ellas. Por lo tanto, el transporte sera mas
rapido a través del volumen intersticial. El tiempo que las moléculas de polimero pasan a
través de la columna disminuye con el incremento del peso molecular. Ademas, mediante
el uso de un apropiado detector (indice de refraccion, dispersion de la luz y otros) se puede
medir la cantidad de polimero que pasa a través de la columna como una funcién del

tiempo. Esta informacion y una calibracion de la columna con muestras de polimero
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estandar de peso molecular conocido permiten obtener la distribucién del peso molecular,
a partir del ploteo fraccién de peso wy y peso molecular M,, obteniéndose los valores de
peso molecular promedio en nimero (Mn) y de peso molecular promedio en peso (Mw).>°

El peso molecular promedio en ndmero, Mn, es el peso total de todas las moléculas
poliméricas contenidas en una muestra, dividido por el namero total de moléculas
poliméricas en dicha muestra. El peso molecular promedio en peso, Mw, estad mas bien
dominado por las moléculas de mayor tamafio que aportan la mayor parte de la masa total
de la muestra polimérica. Por lo tanto, Mw es siempre mayor que Mn.

La relacion de los dos pesos moleculares Mw/Mn, la cual depende de la amplitud de la
curva de distribucion, se usa como una medida de la polidispersidad en un polimero. El
valor de Mw/Mn de uno indica que el polimero es monodisperso. Sin embargo, si es mayor

a la unidad indica que el polimero es polidisperso.

El método de viscosimetria intrinseca o capilar se basa en la relacion directa existente
entre el peso molecular de un polimero y su viscosidad intrinseca. A partir de las medidas
de la viscosidad relativa de una serie de soluciones diluidas del polimero en cuestién en un
solvente apropiado, se determina la viscosidad intrinseca, [n], de la solucién polimérica.
Dada la influencia no solo del tamafio sino también de la forma, del solvente y de la
temperatura, sobre la [n], no existe una relacién simple para el calculo directo del peso
molecular promedio real a partir de las medidas de viscosidad. Sin embargo, la ecuacion
de Mark-Houwink permite calcular un peso molecular promedio, Mv, a partir de la

viscosidad intrinseca:

a

[7]=K-Mv

Las constantes K y a son especificas para cada combinacion de polimero y solvente. En

este trabajo se tomaran para K y a los valores 0,0506 g/mL y 0,656, respectivamente, a

25 °C, correspondientes a la sal de sodio del a,B-poli(DL-4cido aspartico).”" >
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Por otro lado, el peso molecular obtenido por viscosidad, Mv, se acerca mas al promedio
en peso que al promedio en numero. Este peso, My, dista en un 10 a 20 % del peso

molecular promedio real (Mw). Ademas, en general se cumple que Mw < Mv < Mn. *°

4.6 Sintesis del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico)

En este trabajo el complejo vanadilo-a,B-poli(DL-&cido aspartico) sera sintetizado por
combinacion de una solucién diluida del polimero con soluciones de VOSO,.2,5H,0,
ambas de diferentes concentraciones. El reactivo VOSO4xH,O fue adquirido
comercialmente y previamente a su uso para la sintesis del complejo se requirira
determinar el numero de moléculas de agua gravimétricamente por calcinacién del
reactivo. Se emplearan las relaciones 2 : 1y 3 : 1 moles de meros (unidad repetitiva) del
polimero por mol de catién vanadilo (VO*), las cuales son fundamentadas por las
investigaciones de los autores Hu y Daniel.** > Ademas, la técnica de la sintesis del
complejo serd desarrollada en base al trabajo de Sakurai y colaboradores.®® *” Por otro
lado, la caracterizacion del conjugado vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspéartico) sera por
espectroscopia FT-IR, 'H-RMN, C-RMN, UV-Visible y para la determinacién del
contenido de vanadio se usarad el método de tratamiento de la muestra y andlisis por
espectroscopia de plasma acoplado inductivamente (ICP) reportado por Sakurai y
colaboradores.®® ®" Finalmente, la sintesis del complejo sera sometida a variaciones en
cuanto al pH final de la mezcla de reaccion, a las relaciones molares de moles de meros
del polimero por mol de cation vanadilo, a diferentes diluciones de las soluciones del

polimero y de la sal de vanadio (VOSO,.xH,0) y, por ultimo, a la temperatura de reaccion.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiales, Equipos y Reactivos

Materiales y Equipos

Los espectros UV-Visible fueron medidos en un espectrofotdémetro Perkin Elmer, Modelo
Lambda 2 (Shelton, Connecticut, EE.UU).

Los espectros infrarrojo fueron medidos en los espectrofotémetros FT-IR Perkin Elmer,
Modelos : Serie 1600 y Spectrum 100 (Shelton, Connecticut, EE.UU).

Los espectros de resonancia magnética nuclear han sido medidos en el espectrémetro
Bruker de 300 MHz, Modelo: UltraShield ™ (Rheinstetten, Baden-Wirttemberg Alemania).

La calcinacion del VOSO,.xH,O fue realizada en una mufla no electrénica.

La determinacion del contenido de vanadio fue hecha mediante con un espectrémetro de
emision optica de plasma acoplado inductivamente (ICP) OPTIMA 3000 Perkin Elmer,
Modelo : DV (Shelton, Connecticut, EE.UU).

La determinacion del contenido de vanadio también se realiz6 por analisis de activacion
neutronica utilizando el detector semiconductor Canberra, Modelo: GC7019 (Concord,
Ontario, Canada) y por fluorescencia de rayos X en el Departamento de Quimica de la
Direccion de Investigacion y Desarrollo del Instituto Peruano de Energia Nuclear (IPEN).

La liofilizacion de las muestras fue realizada en un liofilizador Labconco, Modelo: LYPH
LOCK 4.5 (Kansas, Missouri, EE.UU.)

Las medidas de pH fueron determinados con un pH-metro y conductimetro Metler-Toledo,
Modelo: Seven Multi pH (mV/ORP) (Columbus, Ohio, EE.UU).

La sintesis del polimero precursor fue realizado sobre una plancha Fisher Scientific Type
2200, Modelo: HP-A223 OM. Temperatura maxima: 300 °c; potencia : 1600 watts; voltaje
: 240 voltios (Hampton, New Hampshire, EE.UU).

La sintesis del polimero precursor se llevd a cabo bajo vacio usando una bomba de vacio
Leybold AG, Modelo DIVAC 2.2L. Presibn maxima: 1 bar; potencia: 0,230 Kw; voltaje:
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115 voltios; frecuencia: 60 Hz; amperaje: 3,2 amperios (Cologne, North Rhine-Westphalia,
Alemania).

El secado del polimero precursor a 110 °C tuvo lugar en una estufa Ecocell 55, Modelo
LSIS-B2V / EC 55 (Planegg, Bavaria, Alemania).

Las viscosidades del polimero precursor y del ligando polimérico fueron medidas en el
viscosimetro Schott, Modelo: Ubbelohde tipo |. Capacidad: 15 a 20 mL y longitud

aproximada: 290 mm (Mainz, Renania-Palatinato, Alemania).

Las medidas de viscosidad fueron realizadas a una temperatura de 25 °C, la cual fue
regulada con un bafio termostatizador FisherBrand, modelo: FBH-604. Precision: +/-
0.1 °C (Waltham, Massachusetts, EE.UU.).

La didlisis del ligando polimérico fue reaizada a través de las membranas de Spectrum
Laboratories Inc., Spectra/Por® Membranas MWCO poro 4 de 12-14 KDa (Rancho
Dominguez, California, EE.UU.)

La determinacion del peso molecular del polimero precursor por cromatografia de
permeacion por gel (Gel Permeation Chromathography, GPC) fueron determinados en el
Instituto de Dresden en Alemania. Se usé la columna 2 Zorbax PSM Trimodal-S y el

detector de indice de refraccion.

El secado de las muestras de complejos, en un desecador bajo vacio y a temperatura
ambiente, fue llevado a cabo con una bomba de vacio KNF NEUBERGER, modelo UN
726.3 FTP. Voltaje: 230 voltios; frecuencia: 50 HZ y amperaje : 1 amperio (Trenton, New
Jersey, EE.UU.)

La sintesis del polimero precursor requirié el uso del gas nitrégeno (UHP), de Praxair

(Callao, Peru).

El congelamiento de las muestras se realiz6 mediante nitrégeno liquido, de AGA (Callao,

Peru).
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Reactivos

De Sigma-Aldrich (Steinheim, North Rhine-Westphalia, Alemania):
D,L- &cido aspartico 99 % TLC
Sulfato de vanadilo hidratado 97 % (VOSO,4.XH,0)

De Aldrich (Milwaukee, Wisconsin, EE.UU.):
1,3-diciclohexilcarbodiimida (DCC)

De Merck (Darmstadt, Hesse, Alemania):
Hidréxido de sodio (NaOH)

Acido acético glacial

Acido clorhidrico fumante 37 % (HCI)

De Sigma-Aldrich (Seelze, Baja Sajonia, Alemania):
Acido fosforico 85 % (HzPO,)
Cloruro de litio (LiCl)

De J.T. Baker (Phillipsburg, New Jersey, EE.UU.):
Bromuro de sodio (NaBr)

Los solventes empleados fueron los que se mencionan a continuacion:

De J.T. Baker (Phillipsburg, New Jersey, EE.UU.)
N,N-dimetilformamida (DMF)

Acetona p.a.

Acetato de etilo

Eter de petroleo

Cloroformo

Etanol absoluto

Anhidrido acético

Tetrahidrofurano (THF)

Acetonitrilo
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De Mallinckrodt Baker (Phillipsburg, New Jersey, EE.UU.)
Dimetil sulféxido (DMSO)

De Tedia (Fairfield, Ohio, EE.UU)
Metanol

De Merck (Darmstadt, Hesse, Alemania)
Hexano

Diclorometano

De Sigma-Aldrich (Steinheim, North Rhine-Westphalia, Alemania)

Tolueno

De Riedel-de Haén (Seelze, Lower Saxony, Alemania)

1,4-Dioxano

5.2 Metodologia

5.2.1 Polisuccinimida (PSI|) — Polimero Precursor

5.2.1.1 Sintesis

En un balén de 500 mL (parte del equipo de policondensacion) calentado en un bafio de
aceite de silicona a 170 a 180 °C por 5 minutos, se afiade 10 gramos del mondémero
DL-4cido aspartico (7,5159 x 102 moles) y 3,2 mL de H;PO, 85 % (5,3920g; 5,5020 x 10
moles). Luego de agitar con una espatula y de calentar por 5 minutos, se aplica un vacio
de 10,5 mmHg. La reaccién se detiene al cabo de tres horas (Figura 14, a) y en caliente
se agrega 100 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) bajo atmdésfera de nitrégeno. Se deja
en agitacion, a temperatura ambiente, de un dia para otro hasta disolucién completa del
polimero. La solucion resultante se filtra (Figura 14, b) y, para la purificacion del
polimero se aplica una técnica de precipitacion sucesiva (Figura 14, c). Esta consiste en
verter lentamente la solucion polimérica en 500 mL de agua. El precipitado obtenido es

filtrado y enjuagado con abundante agua hasta pH neutro. Se seca a 60 °C, y se muele
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hasta obtener un polvo muy fino. Nuevamente, se disuelve este producto en 100 mL de

DMF y se realiza una segunda precipitacion en 500 mL de agua, seguida de la
correspondiente filtracion y lavado con aproximadamente 3 litros de agua. El producto es
secado a 110 °C por aproximadamente 72 horas. Se obtiene 6,2 a 6,5 gramos del
producto, un sélido beige (Figura 14, d). Rendimiento: 85 — 89 %. El producto es
caracterizado por espectroscopia IR en pastilla de KBr y por resonancia magnética
nuclear *H-RMN, *C-RMN, COSY, HSQC y HMBC en el solvente DMSO.

Solubilidad :

A altas temperaturas (cercana al punto de ebullicién) es soluble en DMF y DMSO.
A temperatura ambiente es ligeramente soluble en DMF y en DMSO e insoluble en agua,
tetrahidrofurano y en etanol.

IR (KBr) cm™:

3597,9 — 3489,72 - 3425,5 (vO-H del COOH terminal ; vO-H del H,O y vN-H, de la amina
terminal) ; 2994,7 (vasCH; del C-H) ; 2952,35 (vsCH,, C-H del grupo CH,) ; 1801 (vsC=0
del anillo imida) ; 1710,33 (v,sC=0 del anillo imida) ; 1632 (60-H del H,0) ; 1393,35
(t:CH,, C-H del CH,) ; 1360,8 (t,sCH,, C-H del CH,) ; 1289,21 (v,sC-N-C del anillo imida) ;
1258,5 (vsC-N-C del anillo imida) ; 1218,16 - 1164,82 (6CH,, C-H en el plano del CH,) ;
1051,8 (6CH,, C-H en el plano del CH, y &anillo imida fuera del plano) ; 1031,3 (vC-C de
los grupos metino y metileno del anillo imida y 8CH,, C-H en el plano del CH, ) ; 935,52 -
912,3 — 877,46 (®anillo imida en el plano) ; 807,79 - 775,86 - 763,83 (6CH,, C-H en el
plano del CH, y danillo imida fuera del plano) ; 701,91 — 637,76 (3,5(C=0)-N fuera del
plano del anillo imida) ; 582,81 (vsC-N-C del anillo imida y vsC=0 del anillo imida) ; 563,95
(6s(C=0)-N fuera del plano del anillo imida y 8CH,, C-H en el plano del CH,) ; 508,51
(6(C=0)-N en el plano del anillo imida y danillo imida en el plano).

v ! estiramiento ; v, : estiramiento asimétrico ; vs: estiramiento simétrico ; O : flexién ;

Os : flexion simétrico ; 8, : flexion asimétrico ; ts: tijereteo simétrico ; t,s : tijereteo asimétrico

'H-RMN (DMSO) & (ppm) :
2,70 - 3,22 (s, 1H, CH,) ; 5,27 (s, 1H, CH)
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C-RMN (DMSO) & (ppm) :

33,22 (s,1C, CHy) ; 47,77 (s,1C, CH) ; 172,63 - 173,95 (s,1C, C=0)

nuova

- -

Figura 14. PSI formado después de tres horas de reaccion (a) ; PSI disuelto en DMF (b) ;
Precipitaciéon del PSI en agua (c) y PSI (producto final) (d)
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5.2.1.2 Determinacion del peso molecular de la polisuccinimida por cromatografia

de permeaciéon por gel (Gel Permeation Chromathography, GPC)

Se realizo6 en el Instituto de Investigacién de Polimeros de Dresden, Alemania.

Condiciones:

Columna : 2 Zorbax PSM Trimodal-S

Eluyente : Dimetilacetamida (DMA) conteniendo 2 % v/v H,O y 3 g/L LIiCl
Velocidad de flujo : 0,5 mL/min

Detector : indice de refraccion

Concentracién del polimero : 2 mg/mL

Estandar : poli (propileno-co-anhidrido maleico)

5.2.1.3 Incremento del peso molecular de la polisuccinimida

Incremento del peso molecular de la polisuccinimida  con 1,3-
diciclohexilcarbodiimida (DCC)

Se realizaron ocho reacciones con la relacion 20 mg de DCC por gramo de polimero
partiendo de diferentes pesos de PSI y con diferente peso molecular. A continuacion se

detalla la sintesis de reaccion para una polisuccinimida de partida de 61,5 kDa.

Sintesis

Se pesan 5 gramos de polisuccinimida de 61,5 kDa. La muestra es disuelta en 25 mL de
DMF y se mantiene en agitacion por 14 horas a temperatura ambiente. Esta solucion es
luego filtrada y precipitada en agua. El precipitado obtenido se filtra y se enjuaga con
abundante agua y etanol. El producto es secado a 110 °C por 72 horas. Se obtiene un
polvo de color blanco, cuya solubilidad es igual a la del PSI de partida. El rendimiento se
encuentra en el rango de 90 a 94 %. La caracterizacion es realizada por espectroscopia
FT-IR en pastilla de KBr y por resonancia magnética nuclear *H-RMN, “*C-RMN y COSY

en el solvente DMSO.
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Determinacion del peso molecular de la polisuccinimida tratada con DCC por

Cromatoqgrafia de Permeacion por Gel (Gel Permeation Chromathography, GPC)

Se realiz6 en el Instituto de Investigacién de Polimeros de Dresden, Alemania.

Condiciones:

Columna : 2 Zorbax PSM Trimodal-S

Eluyente : Dimetilacetamida (DMA) conteniendo 2 % v/v H,O y 3 g/L LIiCl
Velocidad de flujo : 0,5 mL/min

Detector : indice de refraccion

Concentracién del polimero : 2 mg/mL

Estandar : poli (propileno-co-anhidrido maleico)

Incremento del peso molecular de la polisuccinimida variando las condiciones de

reaccion de la sintesis

Se ensayaron tres nuevas sintesis de la polisuccinimida variando las condiciones de
reaccion respecto al numero de moles del &cido fosférico (H;PO4 85 %), tiempo de

reaccion y temperatura.

En la Tabla 1, en los cuadros sombreados, se puede observar las variaciones de la

reaccion original de la sintesis de la polisuccinimida.
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Tabla 1. Ensayos del incremento del peso molecular del PSI variando las condiciones de

reaccion

Condiciones de reaccion Sirjt(?sis Sintesis Sintesis Sintesis

original 1 2 3

Peso del DL-acido aspértico () 10 10 10 10
Moles del DL-4cido aspartico (mol) 0,0751 0,0751 0,0751 0,0751
Peso del H3PO, () 5,3920 10,1764 10,4397 5,2220
Moles del H;PO,4 85% (mol) 0,0550 0,1038 0,1065 0,0533
Temperatura de reaccién (°C) 180 180 180 239
Tiempo de ca]enta_miento antes de 5 5 5 5
aplicar el vacio (min)
Tiempo de reaccion (h) 3 15 3 3
Tiempo de secado a 110 °C (h) 72 72 72 72

5.2.2 Ligando polimérico : sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico)

5.2.2.1 Sintesis

Se agregan a 1,5 gramos de polisuccinimida la cantidad de agua apropiada para formar
una pasta, luego se basifica con NaOH 2 M hasta pH 11,5 -12,5 y se deja reaccionar por

tres horas bajo agitacién a temperatura ambiente. La solucion es filtrada para eliminar

cualquier impureza. Esta solucion filtrada es dializada a través de la membrana de didlisis
(Spectra/Poro 4 con MWCO 12 — 14 kDa) en agua destilada por dos dias haciendo

cambios de agua en intervalos de tres a cuatro horas, con el fin de eliminar impurezas,
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restos de solvente, mondmero sin reaccionar, asi como la fraccién de polimeros de bajo
peso molecular. Luego, la solucion dializada es liofilizada. Se obtiene un polvo de color
blanco. Rendimiento: 84 — 94 %. El producto es caracterizado por FT-IR en pastilla de KBr
y por resonancia magnética nuclear *H-RMN (temperatura ambiente y a 60 °C), **C-RMN,
COSY (temperatura ambiente y a 60 °C), HMBC, y HSQC en el solvente D,0.

Solubilidad :

A temperatura ambiente es soluble en agua e insoluble en etanol y metanol.

IR (KBr)cm™:

3405,37 (vN-H del grupo amida) ; 3076,5 (vasC-H del CH,) ; 2937,5 (vsCH,, C-H del CH,) ;
1671,4 (vC=0 de la amida I) ; 1595,73 (vas C=0 del COO") ; 1527,4 (6N-H en el plano
de la amida Il y vC-N de la amida Ill) ; 1397,43 (vsC=0 del COO"y t;CH,, C-H en el plano
del CHy) ; 1317,21 (vsC=0 del COO" y wCH,, C-H del CH,) ; 1283,9 (1CH,, C-H del CH,) ;
1245,2 (vC-O del COO) ; 1195,76 (3C-H en el plano) ; 1124,29 (vC-N) ; 1062,6 - 1000,40
- 932,7 (vC-C) ; 873,41 (pCH,, C-H fuera del plano del CH,) ; 804,25 — 658,53  (wN-H
fuera del plano de la amida Il) ; 533,04 (6C=0 fuera del plano del grupo amida).

v . estiramiento ; v, : estiramiento asimétrico ; vs: estiramiento simétrico ; o : flexién ;
Os : flexion simétrico ; O, : flexidn asimétrico ; ts: tijereteo simétrico ; t,s : tijereteo asimétrico

p : balanceo ; 1 : torsion ; w : meneo

'H-RMN (D,0) & (ppm) :
2,64 -2,58-2,50-2,44 - 2,42 (s, 2H, CH,) ; 4,33 - 4,35 (s, 1H;, CH) ; 4,53 (s, 1H,, CH)

'H-RMN (D,0) & (ppm) a 60 °C :
3,08-3,01-2,95-2,91-2,89 (s, 2H, CH,) ; 4,80 (s, 1Hg, CH) ; 4,99 (s, 1H,, CH)

BC-RMN (D,0) & (ppm) :
37,58 - 39,06 (s, 1C, CH,) ; 51,60 — 52,04 (s, 1C, CH) ; 171,92 - 173,36 (s, 1C, C=0 de la
amida) ; 177,50 - 178,06 (s, 1C, C=0 del grupo -COONa).
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5.2.2.2 Determinacién del peso molecular de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido

aspartico) por el método de viscosimetria intrinseca o capilar.

Se preparan 0,5 litros de una solucion acuosa de NaBr 0,5 M. Luego, en esta solucion se
disuelve la sal de sodio del a,3-poli(DL-acido aspartico). Se preparan cinco soluciones de
diferentes concentraciones de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) en el rango
de 0,002 - 0,01 g/mL. Estas concentraciones son: 0,002; 0,004; 0,006; 0,008 y 0,01 g/mL,

ajustando a cada concentracién a un pH de 7,3. Se determina el tiempo de flujo, t,, del

solvente NaBr 0,5 M a 25 °C. Luego se continta con los siguientes pasos:

1. Se enjuaga el viscosimetro con el solvente y se llena el bulbo grande con este solvente
(por uno de los orificios de la parte superior) hasta que el nivel del solvente se iguale en

ambos brazos a la altura de las marcas (Figura 15).

2. Se introduce el viscosimetro de Ubbelohde dentro de la chaqueta de vidrio con agua,

previa estabilizacion de la temperatura del bafio a 25 “C.

3. Se coloca, con cuidado y en posicion vertical, el viscosimetro dentro de la chaqueta de
vidrio con agua, y se deja por 15 minutos hasta que se equilibre a la temperatura de
trabajo a 25 °C.

4. Para hacer subir al solvente por el capilar, se tapan los dos orificios de la parte superior
del viscosimetro y se succiona la muestra con una propipeta por el orificio que queda libre.
Se continda la operacién hasta que el liquido se ubique por encima de la parte superior de
la linea de tiempo. Se debe evitar que la solucion llegue a la boca de la propipeta porque
esto podria contaminar el solvente. Asimismo es muy importante que no existan burbujas

en el capilar o en los bulbos.

5. Después se libera la succion, y se mide el tiempo que demora en pasar el fluido del
solvente desde la linea de tiempo superior a la linea de tiempo inferior. Se repite el

procedimiento hasta que los valores de tiempo sean muy cercanos.
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6. Se retira el viscosimetro de la chaqueta de vidrio, eliminando el solvente y se procede a
determinar los tiempos de flujo, t, de las soluciones poliméricas. Se llena primero el
viscosimetro con aproximadamente 5 mL de la solucion menos concentrada para enjuagar.

Luego se llena con la solucién en cuestion y se sigue el mismo procedimiento del punto 5.

7. Cuando se termina de trabajar con la solucibn menos concentrada, se retira el
viscosimetro de la chaqueta de vidrio y se elimina la solucién. Se enjuaga el viscosimetro
primero con el solvente y luego con unos 5 mL de la segunda solucion, de mayor
concentracion que la primera. Se llena el viscosimetro con esta solucién y se procede a

trabajar como en el punto 5.

8. De manera analoga se trabaja con la tercera, cuarta y quinta solucién, siendo esta

tltima la de mayor concentracion.

o d LL o Lineas de
Bulbo de o .
tiempo
volumen < //
/
pequefio V
> Capilar

—_Q— Bulbo grande/Reservorio

Figura 15. Viscosimetro Ubbelohde
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5.2.2.3 Ensayos previos de sintesis de la sal de sodio del a,8-poli(DL-acido

aspartico)

Antes de utilizar el método de Shinoda y colaboradores® para la sintesis de la sal de
sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) y establecer el rango de pH 11,5 — 12,5 como el
optimo del PSI para la hidrélisis basica, se ensayaron otras condiciones de reaccion. Se
realizaron dos sintesis, ambas a pH 14, una a 0 °C **°>°® y otra a temperatura ambiente.
Las condiciones especificas de reaccion y el rendimiento se muestran en la Tabla 2. Los

productos obtenidos son caracterizados por *H-RMN y *C-RMN en el solvente D,0.

Tabla 2. Condiciones de sintesis de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico)

) Peso Moles Peso Moles Tiempo Temperatura
Tipo de
hidrolisi del Del de De De H
idrélisis imi
i PSI PSI | NaOH | NaOH | Reaccion PR | %Rendimiento
basica
9) (mol) ) (mol) (h) (C)
0,0206 0,0234
1 2 0,9359 1 0 (bafio de 146 89,13
(1eq.) (1,13 eq.) . .
hielo) mas
2 1,1364 | 0,0117 - - 3 25 14 91,09

5.2.3 Sintesis del a,B-poli(DL-acido aspartico)

A un gramo de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) se le agrega la minima
cantidad de agua hasta disolucion, el pH de esta solucion es de 9 a 11, luego se le lleva a
pH 3 con HCl 35 % y se liofiliza. Se obtiene 0,78 gramos de un polvo blanco.
Rendimiento: 42,1 %. El producto es caracterizado por espectroscopia FT-IR en pastilla
de KBr y por 'H-RMN (temperatura ambiente y a 60 °C) y **C-RMN en el solvente D,0.
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Solubilidad :

A temperatura ambiente es soluble en agua e insoluble en etanol y metanol.

IR (KBr) cm™:

3354,48 (vN-H del grupo amida y vO-H del grupo COOH) ; 3074,49 (v,sCH,, C-H del CH,)
; 2942,58 (vsCH,, C-H del CH,) ; 1728,17 (vC=0 del COOH) ; 1661,79 (vC=0 de la amida
) ; 1531,84 (6N-H en el plano de la amida Il) ; 1402,09 (80-H en el plano del COOH ;
vC-N de la amida Ill y t;CH,, C-H en el plano del CH,) ; 1340,2 (wCH,, C-H del CH,) ;
1281,8 (vC-O del COOH y tCH,, C-H del CH,) ; 1227,54 (vC-O del COOH) ; 1190 (vC-O
del COOH y 8C-H en el plano) ; 1130,59 (vC-N) ; 1053,1 — 997,03 (vC-C) ; 913,15 (80-H
fuera del plano del COOH) ; 847,84 (pCH,, C-H fuera del plano del CH,) ; 799,77 (vC-C y
wN-H fuera del plano de la amida Il) ; 762,73 - 639,10 (wN-H fuera del plano de la amida

II) ;, 531,60 (6C=0 fuera del plano del grupo amida).

'"H-RMN (D,0) & (ppm) :
2,76 (s, 2H, CH,) ; 4,62 (s, 1Hg, CH)

3C-RMN (D,0) & (ppm) :

35,84 - 36,87 (s, 1C, CH,) ; 49,94 (s, 1C, CH) ; 171,68 - 172,25 (s, 1C, C=0 de la amida) ;
174,29 - 174,88 (s, 1C, C=0 del grupo -COOH).

5.2.4 Andlisis gravimétrico de la determinacion de moléculas de agua en el

reactivo sulfato de vanadilo hidratado (VOSO,.xH,0) por calcinaciéon

Curado de los crisoles

Se colocan tres crisoles de porcelana en la mufla no electrénica a la temperatura de
150 °C por quince minutos. Luego, la temperatura asciende de 150 a 250 °C y permanece
asi por media hora. A continuacion, la temperatura asciende progresivamente a 350; 450;
y 550 °C, manteniéndose para cada una de estas temperaturas por media hora. Después,

la temperatura asciende de 550 a 600 °C y permanece en este valor por dos horas. Por
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ualtimo, se retiran los crisoles y se dejan enfriar en un desecador por media hora, al final

de la cual los crisoles son pesados.
Calcinacién del reactivo sulfato de vanadilo hidratado (VOSO,4.xH,0)

Una cantidad de 60 mg de VOSO,.xH,O se coloca en cada crisol de porcelana curado y
se trata en la mufla no electrénica. El procedimiento de calcinacién es el mismo que se

realiza para el curado de los crisoles.

5.2.5 Complejo de vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico)

5.2.5.1 Primer método (2 moles de meros del polimero : 1 mol de VO?*)

a. Variaciones en la concentracion de la solucién polimérica v de la solucién de

VOS0,.2,5H,0

a.l Concentracion de la solucion polimérica 1 % y de la solucion de VOSO,.2,5H,0
36,5 mM.

Sobre 20 mL de una solucién acuosa (1 %) de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido
aspartico) (PM = 27 - 30 kDa) a pH 4 se agrega gota a gota 20 mL de una solucion
acuosa de 36,5 mM de sulfato de vanadilo (VOS0O,.2,5H,0), pH 3, la mezcla final tiene un
pH de 2,5y por adicién de NaOH 1 M se ajusta el pH a 3. Se observa desde el inicio de la
adicion, la formacion de una cantidad relativamente alta de un sélido azulino
completamente insoluble, la que se incrementa al ajustar el pH a 3. Se deja en agitacién a
temperatura ambiente por 20 horas. Luego, se filtra, se separa el solido insoluble y, a la
solucién, bajo un bafio de hielo, se le agrega abundante acetona para precipitar el
complejo. Se filtra y se lava con agua y acetona helada. El producto es secado en un
desecador bajo vacio y a temperatura ambiente. Se obtiene 20 - 24 mg de un sélido de
color gris-celeste. Rendimiento: 8,76 — 10,51 %. EI producto es caracterizado por
espectroscopia FT-IR en pastilla de KBr, UV-visible (H,0), *H-RMN (D,O) y por ICP.
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Solubilidad :

Es soluble en agua produciéndose una solucién de color amarillo.

Es insoluble en DMF, acetona, DMSO, acetonitrilo, metanol, etanol, etilenglicol, acetato de
etilo, acido acético, anhidrido acético, cloroformo, tolueno, diclorometano, dioxano,
hexano, éter etilico, éter de petrdleo y tetrahidrofurano.

IR (KBr)cm™:

3359,55 (vN-H del grupo amida y vO-H del H,0) ; 3102,1 (v4sCH,, C-H del CH,) ; 2941,2
(vsCHy, C-H del CH,) ; 1721,6 (vC=0 del COOH, residuo) ; 1640,64 (vC=0 de la amida | y
la superposicion v,sC=0 del COQ) ; 1565,9 (6N-H de la amida Il y la superposicion vC-N
de la amida Ill) ; 1403,82 (vsC=0 del COO' y la superposicion de t;CH,, C-H en el plano
del CH,) ; 1316,7(vsC=0 del COQ' y la superposicion wCH,, C-H del CH,) ; 1285,6 (TCH,,
C-H del CH,) ; 1244 (vC-O del COO) ; 1197,4 (6C-H en el plano) ; 1129,66 (vC-N) ;
1052,18 (vC-C) ; 981,82 (vW=0) ; 891,15 (pCH,, C-H fuera del plano del CH,) ; 792,54 -
667,98 (wN-H fuera del plano de la amida Il) ; 575,64 (6C=0 fuera del plano del grupo

amida).

UV-visible (H,O): Absorbe a 778 nm y a 614,80 nm. La solucién tiene una concentracion

de 2 mg/mLy un pH 3.

'H-RMN (D,0) & (ppm):
2,742 (s, 2H, CHy)

Contenido de vanadio por ICP:
%V : 16,79 % * 0,01

a.2 Concentracion de la solucion polimérica 2 % y de la solucion de VOSO,.2,5H,0
73 mM.

Sobre 10 mL de una solucion acuosa (2 %) de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido
aspartico) (PM = 27 - 30 kDa) a pH 4 se agrega gota a gota 10 mL de una solucion
acuosa de 73 mM de sulfato de vanadilo (VOSO,.2,5H,0), pH 3, la mezcla tiene un pH de
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2,5 y por adicion de NaOH 1 M se ajusta el pH a 3. Se prosigue de manera anéloga al
procedimiento descrito anteriormente en pag. 43 (empleando la mitad de la concentracion
de ambos reactivos), obteniéndose como producto el sélido de color gris celeste y con el
mismo rendimiento. El producto es caracterizado por espectroscopia FT-IR en pastilla de
KBry por ICP.

No se observé ninguna variacion en solubilidad con respecto al complejo anterior ni en el

color de la solucion acuosa.
El espectro IR indica que se obtuvo el mismo producto que en el caso anterior (pag. 43).
Sin embargo, el analisis ICP mostr6 un contenido de vanadio ligeramente menor, de

16,55 % £ 0,01.

5.2.5.2 Seqgundo método (3 moles de meros del polimero : 1 mol de VO?*)

a. Variaciones en el pH de la soluciéon polimérica

a.l pHdel polimero igual a 4.

Sobre 10 mL de una solucién acuosa (2 %) de la sal de sodio del a,B-poli(DL-4cido
aspartico) (PM = 27 - 30 kDa) a pH 4 se agrega gota a gota 10 mL de una solucion
acuosa de 48,7 mM de sulfato de vanadilo (VOS0,.2,5H,0), pH 3, la mezcla tiene un pH
de 2,5y por adicion de NaOH 1 M se ajusta el pH a 3. Se prosigue de manera analoga al
procedimiento descrito anteriormente (pag. 43). Se obtiene 20 — 25 mg del sélido de color

gris-celeste. Rendimiento: 9,24 - 11,55 %. El producto es caracterizado por
espectroscopia FT-IR en pastilla de KBr, UV-visible (H,0), *H-RMN (D,0), **C-RMN (D,0)
y por ICP.

No se observo ninguna variacion en solubilidad con respecto a los complejos anteriores ni

en el color de la solucién acuosa.
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El espectro IR y *H-RMN indica que se obtuvo el mismo producto que en el caso anterior
(pag. 43).

Para este caso se realizo el andlisis UV-Visible en agua a una concentracion mayor que
en el punto 5.2.5.1 a 9,6 mg/mL (pH 3) donde el complejo absorbe a 774,13 nm y a
601,41 nm.

Por otro lado, también se realizé un analisis de *C-RMN.

BC-RMN (D,0) & (ppm) :
34,56 - 36,61 (s, 1C, CH,) ; 49,76 (s, 1C, CH) ; 171,92 - 174,15 (s, 1C, C=0 de la amida) ;
176,56 (s, 1C, C=0 del grupo -COONa).

El andlisis ICP mostré un contenido de vanadio de 12,65 - 13,71 % = 0,01.

a.2 pHdel polimero igual a 6.

Sobre 10 mL de una solucién acuosa (2 %) de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido
aspartico) (PM = 27 - 30 kDa) a pH 6 se agrega gota a gota 10 mL de una solucién
acuosa de 48,7 mM de sulfato de vanadilo (VOS0,.2,5H,0), pH 3, la mezcla tiene un pH
de 4,5 y por adicion de NaOH 1 M se ajusta el pH a 3. Se prosigue de manera analoga al
procedimiento descrito anteriormente (pag. 43). Se obtiene 10,5 — 11,5 mg del sdlido de
color gris-celeste. Rendimiento: 4,85 — 5,31 %. El producto es caracterizado por FT-IR en
pastilla de KBr y por ICP.

No se observo ninguna variacion en solubilidad con respecto a los complejos anteriores ni
en el color de la solucién acuosa. Por otro lado, el espectro IR indica que se obtuvo el
mismo producto que en el caso de la reaccion llevada a cabo bajo las mismas condiciones
pero a pH final 4. Sin embargo, el analisis ICP mostré un contenido de vanadio mayor
14,46 % * 0,01.
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b. Variacion en la concentraciéon inicial del VOS0,.2,5H,0 (24,4 mM) v de la

solucidon polimérica (1,68 %)

Sobre 10 mL de solucion acuosa (1,68 %) de la sal de sodio del a,3-poli(DL-acido
aspartico) (PM = 27 - 30 kDa) a pH 4 se agrega gota a gota 20 mL de una solucion
acuosa de 24,4 mM de sulfato de vanadilo (VOS0,.2,5H,0), pH 3, la mezcla tiene un pH
de 2,5y por adicion de NaOH 1 M se ajusta el pH a 3. Se prosigue de manera anéaloga al
procedimiento descrito anteriormente (pag. 43), obteniéndose 17,6 mg como producto el
sélido de color gris celeste. Rendimiento: 9,68 %. El producto es caracterizado por FT-IR

en pastilla de KBry por ICP.

No se observé ninguna variacién en solubilidad con respecto a los complejos anteriores ni

en el color de la soluciéon acuosa.

El espectro IR indica que se obtuvo el mismo producto que en el caso de la reaccién
llevada a cabo a mayores concentraciones (2 % y 48,7 mM del polimero y VOSO,.2,5H,0,
respectivamente) y las mismas condiciones. Sin embargo, el andlisis ICP mostré un

contenido de vanadio ligeramente menor 12,45 % + 0,01.

c. Adicién de la solucidon polimérica (2 %) sobre la solucion del sulfato de vanadilo
VOS0,.2,5H,0 (48,7 mM).

Sobre 10 mL de una solucion acuosa de 48,7 mM de sulfato de vanadilo (VOS0,.2,5H,0),
pH 3, se agrega gota a gota 10 mL de 2 % de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido
aspartico) (PM = 28 - 30 kDa), pH 4, la mezcla tiene un pH de 2,5 y por adicion de NaOH
1 M se ajusta el pH a 3. Se prosigue de manera analoga al procedimiento descrito
anteriormente (pag. 43). Se obtiene 20 — 25 mg del sélido de color gris-celeste.
Rendimiento: 9,24 — 11,55 %. El producto es caracterizado por FT-IR en pastilla de KBr y
por ICP.

No se observo ninguna variacion en solubilidad con respecto a los complejos anteriores ni

en el color de la solucién acuosa.
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El espectro IR indica que se obtuvo el mismo producto que en el caso de la reaccion
llevada a cabo bajo exactamente las mismas condiciones pero con un orden invertido de
adicion de los reactantes. Sin embargo, el analisis ICP mostré un contenido de vanadio
ligeramente mayor 13,90 % % 0,01.

5.2.6 Determinacion del contenido de vanadio en el complejo vanadilo-a,B-poli(DL-

acido aspartico) por el método de Plasma Acoplado Inductivamente (ICP)

Se usa una curva de calibracion hasta 50 mg/L de la sal vanadato de amonio (NH;VO3) en

medio &acido nitrico.

Preparacion de la muestra:

Se pesan 10 mg de cada uno de los complejos sintetizados, se agrega 1 mL de HNO;
concentrado y se evapora a sequedad. Se agrega HNO; 6 % para disolver el sélido y
para enrasar a 50 mL. Luego, para la réplica del analisis y dada la limitada cantidad de
muestras, se pesan 5 mg de cada uno de los complejos, se agregan 0,5 mL de HNO;3;
concentrado y se evapora a sequedad. Se agrega HNO3; 6 % para disolver el material y
para enrasar a 25 mL. Por otro lado, para la preparacion del blanco reactivo, se coloca en
un vaso 1 mL de HNO; concentrado y se evapora a sequedad. Se agrega HNO; 6 % para

enjuagar el vaso y enrasarlo a 50 mL.

5.2.7 Liofilizacion de la solucién acuosa vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico)

Se disuelven 24 mg del complejo sélido vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico) en 2,5 mL
de agua a temperatura ambiente. Después de aproximadamente siete dias se puede
observar la disolucién completa produciéndose una solucién amarilla. Esta solucién es
liofilizada y se obtiene un producto de color amarillo. Este producto es caracterizado por

espectroscopia FT-IR en pastilla de KBr.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

.
TESIS PUCP = gz%sﬁggmo

DEL PERU

Solubilidad:
Es insoluble en DMF, acetona, DMSO, acetonitrilo, metanol, etanol, etilenglicol, acetato de
etilo, acido acético, anhidrido acético, cloroformo, tolueno, diclorometano, dioxano,

hexano, éter etilico, éter de petrodleo, tetrahidrofurano.

IR (KBr) cm™

3456,2 — 3354,84 (vN-H del grupo amida, vO-H del COOH y del H,0) ; 3078,6 (vasCHa,
C-H del CHy) ; 2947,7 (vsCH,, C-H del CH,) ; 1722,17 (vC=0 del COOH) ; 1659,85 (vC=0
de la amida I) ; 1537,25 (6N-H en el plano de la amida Il y vC-N de la amida IIl ) ; 1403,99
(60-H en el plano del COOH vy t;CH,, C-H en el plano del CH,) ; 1285,3 (vC-O del COOH

y TCH,, C-H del CH,) ; 1228,22 (vC-O del COOH) ; 1195,8 (vC-O del COOH ; 3C-H en el
plano ) ; 1132,5 (vC-N) ; 1054 (vC-C) ; 974,26 (vW=0) ; 839,99 (pCH,, C-H fuera del
plano del CH,) ; 766,93 (wN-H fuera del plano de la amida II).

5.2.8 Anélisis del s6lido azulino

Este producto se separa de la reaccién de la sintesis del complejo, se lava con agua y
acetona helada y se seca bajo vacio y a temperatura ambiente. El porcentaje de este
solido representa el 71 — 93 %. Este producto es caracterizado por espectroscopia FT-IR
en pastilla de KBr, activacion neutrénica, fluorescencia de rayos X, UV-Visible (H,O) y por
ICP.

Solubilidad

Es soluble en agua en un tiempo muy prolongado. Sin embargo, es insoluble en DMF,
acetona, DMSO, acetonitrilo, metanol, etanol, etilenglicol, acetato de etilo, acido acético,
anhidrido acético, cloroformo, tolueno, diclorometano, dioxano, hexano, éter etilico, éter

de petrdleo, tetrahidrofurano.

IR (KBr) cm™

3356,34 (vN-H del grupo amida, vO-H del COOH y del H,0) ; 3088,4 (v,sCH,, C-H del
CHy) ; 2945,3 (vsCH,, C-H del CH,) ; 1729,64 (vC=0 del COOH) ; 1653,95 (vC=0 de la
amida 1) ; 1529,96 (8N-H en el plano de la amida Il y vC-N de la amida Ill ) ; 1399,53
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(60-H en el plano del COOH vy t;CH,, C-H en el plano del CH,) ; 1276,7 (vC-O del COOH
y TCH,, C-H del CH,) ; 1228,79 (vC-O del COOH) ; 1189,3 (vC-O del COOH ; 8C-H en el
plano) ; 1128,88 (vC-N) ; 1068 (vC-C) ; 983,04 (vW=0)

Activacion Neutronica:

%V =787-82% 0,4 ; %Cl =0,029 — 0,057 % * 0,007

Fluorescencia de rayos X:

%V=76%02 -10,6 % +0,3 ; %S = 0,055 % * 0,0024 — 0,521 % * 0,0224
ICP:

%V =9,19-9,28 % + 0,01

UV-visible (H,0) : Absorbe a 769 nm y a 614,80 nm. La solucidn tiene una concentracion

de 9,6 mg/mL y un pH 3.

5.2.9 Ensayos de sintesis del complejo variando las condiciones de reaccion.

Se llevd a cabo ensayos para aumentar el rendimiento de la reaccion de la formacion del
complejo a través de numerosos ensayos. Se realizaron modificaciones en el pH final de
la reaccion, en las concentraciones de las soluciones del polimero y del sulfato de
vanadilo, en la temperatura de reaccion y, finalmente, la relacién de moles de meros del

polimero a moles del cation vanadilo.

5.2.9.1 Sintesis del complejo vanadilo - a,B-poli(DL-acido aspéartico) a diferentes pH

finales

En la Tabla 3 se muestran las reacciones empleando una relacibn molar 3 : 1,
manteniendo las mismas condiciones de la sintesis del correspondiente complejo y
variando Unicamente el pH final. Los productos son caracterizados por FT-IR en pastilla
de KBr.
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Tabla 3. Sintesis del complejo a diferentes pH finales

R Solucién polimérica V0S0,.2,5H,0
E
A .
‘2 . pH Final
C Concentracién Concentracion
de la
C IUGi6
% mM solucién
| (%) oH (mM) oH
o)
N Inicial Final* Inicial Final*
1 2 1 4 48,7 24,4 3 2
2 2 1 4 48,7 24,4 3 2,5
3 2 1 4 48,7 24,4 3 4
4 2 1 6 48,7 24,4 3 4
5 2 1 6 48,7 24,4 3 4,5
6 2 1 6 48,7 24,4 3 5

Nota : Se usan volumenes de 10 mL de soluciones de los reactivos y un tiempo de reaccién de 24
horas a temperatura ambiente

*Se refiere ala concentracion final esperada de ambos reactantes si todo permaneciera en solucién
antes de la precipitacién con acetona.
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5.2.9.2 Sintesis del complejo a menores concentraciones de la solucidon polimérica

y del catién vanadilo

Se ensayaron tres sintesis a menores concentraciones finales del ligando polimérico y del

catién vanadilo que las empleadas anteriormente para la sintesis del complejo. La relacion

molar empleada en los 3 casos fue de 3 moles de meros del polimero por mol de cation

vanadilo y las sintesis son llevadas a cabo a temperatura ambiente por 24 horas. En las

tres reacciones se forma el sélido azulino. En la Tabla 4 se detallan las concentraciones

de reactantes y condiciones de reaccidon para las tres sintesis. Los productos son

caracterizados por FT-IR en pastilla de KBr y por ICP.

Tabla 4. Condiciones de reaccién y concentraciones iniciales y finales del polimero y del

cation vanadilo en las sintesis a mayor dilucion

R Solucién Polimérica VOS0,.2,5H,0

E | Molde

A meros H

- L P

¢ del Concentracion Volumen pH Concentracion Volumen pH Final
ina

c polimero de

! (%) (mL) (mM) (mL) o

(o] solucién

N mol de o . o )

- Inicial | Final* Inicial | Final*
VO

1 3:1 2 0,5 10 4 16,2 12,2 30 3 3

2 3:1 0,4 0,33 50 4 48,7 8,1 10 3 3

3 3:1 2 0,33 10 4 9,7 8,1 50 3 3

*Se refiere a la concentracion final esperada de ambos reactantes si todo permaneciera en solucion

antes de la precipitacion con acetona.
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5.2.9.3 Sintesis del complejo a una temperatura de 65 °C

Se realizaron dos ensayos de sintesis del complejo empleando las relaciones molares 2 y
3 moles de meros del polimero por mol de catién vanadilo a una temperatura mayor a la
temperatura ambiente. En la literatura, se encuentra reportado por el autor Hu y
colaboradores la sintesis del complejo vanadilo-poli(y-acido glutamico) a 65 °C para una
hora de reaccion. > Este mismo procedimiento fue desarrollado para la sintesis del
complejo en estudio. Los productos obtenidos fueron caracterizados por FT-IR en pastilla
de KBr.

Las condiciones de las dos reacciones se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de reaccion para la sintesis del complejo a 65 °C

R Solucién Polimérica VOS0,.2,5H,0
E Mol
A de meros
C L ., pH
del Concentracion Concentracion .
C 3 T t Final
polimero o h de
' (%) Volumen (mM) Volumen e | ela
o pH pH solucion
N mol de (mL) (mL)
Vo Inicial | Final* Inicial | Final*
1 2:1 2 1 10 4 72,9 36,5 10 3 65 1 3
2 3:1 2 1 10 4 48,7 24,4 10 3 65 1 3

*Se refiere a la concentracién final esperada de ambos reactantes si todo permaneciera en solucién

antes de la precipitacién con acetona.
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5.2.9.4 Sintesis del complejo a diferentes relaciones molares de moles de meros del

polimero y moles de catién vanadilo (VO?*)

En la Tabla 6 se muestran las diferentes condiciones de reaccion, ensayadas, para

diferentes relaciones molares de moles de meros del polimero por moles de VO?. Los

productos fueron caracterizados por FT-IR en pastilla de KBr.

Tabla 6. Condiciones de reaccién de la sintesis del complejo a diferentes relaciones molares

R
E Mol de Solucion Polimérica V0SO0,.2,5 H,0
A meros
C del pH
C polimero | Concentracion | Volumen | pH | Concentracion | Volumen | pH T T Final
I : mol de ‘c) | (h dela
0 catiéon (%) (mL) M) (mL) solucién
N | vanadilo
VO s . . .
( ) Inicial | Final* Inicial | Final*
1 1:1 2 1 10 4 146 73 10 3 25 | 24 3
2 4:1 2 1 10 4 36,5 18,25 10 3 25 24 3
3 585:1 2 1 10 4 24,9 12,45 10 3 25 24 3
4 6:1 2 0,57 10 4 9,7 6,93 25 3 25 24 3
5 6:1 2 1 10 6 24,3 12,15 10 3 25 24 3
6 6:1 2 1 10 6 24,8 12,4 10 3 25 24 5
7 6:1 2 1 10 6 24,8 12,4 10 3 25 24 4,5
8 10:1 2 1 10 6 14,6 7,3 10 3 25 24 3
9 10:1 2 1 10 4 14,6 7,3 10 3 25 | 24 3

*Se refiere a la concentracion final esperada de ambos reactantes si todo permaneciera en solucion antes de la

precipitacion con acetona.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Polisuccinimida

6.1.1 Sintesis

La sintesis del polimero precursor, polisuccinimida, ha sido preliminarmente descrita en la
literatura.*> “® En el presente trabajo se utilizaron las condiciones descritas por Neri y
colaboradores sometidas a modificaciones obteniéndose un producto de alto grado de

pureza y un adecuado rendimiento.

En el presente trabajo se propone el siguiente mecanismo de reaccion para la sintesis de
la polisuccinimida empleando el mondmero DL-&cido aspéartico y H;PO, como catalizador
(Figura 16).

DL-acido aspartico

/\ ‘@2’/
HsPO, oH
\ H,PO,
o] OH

0 § OH O
H,N  /H / H
2 | /
N \O > > > N
\ OH OH

\

H2PO4 \ o

o]
H5PO, & n

(b) © (d)

Polisuccinimida

Figura 16. Mecanismo de reaccion de la sintesis de la polisuccinimida
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El mecanismo de esta reaccion consiste en la desprotonacion del H;PO, por el monémero
DL-4cido aspértico. EI monémero protonado (a) es atacado por el grupo amina de otro
mondémero para formar la especie intermediaria (b), la cual es desprotonada por la
especie H,PO, para formar el dimero (c), el cual sigue reaccionando con H;PO, y el
monomero DL-4cido aspartico hasta formar el polimero (d) en el cual ocurre una reaccion
intramolecular por ataque del nitrégeno amida al carbono carbonilo del grupo &cido

carboxilico, liberandose agua y formandose de esta manera la polisuccinimida (e).

El equipo de policondensacion utilizado en este trabajo fue construido basédndose en el
disefio reportado en la literatura.”’

Por otro lado, con ayuda de un trabajo reportado en la literatura se establecié el volumen
del balén de reaccion (500 mL) que formaria parte del equipo de policondensacion vy la
cantidad de monémero a utilizar (10 g). °*® Se puede comentar que para una masa de 10 g
de mondmero es necesario utilizar un volumen de 500 mL con el fin de que la masa
polimérica no se propague por el tubo de conexion entre el balon de reaccién y el
condensador ayudado del alto vacio.

El equipo de policondensacion utilizado en el presente trabajo permitié que la sintesis de
la polisuccinimida se lleve a cabo de manera estatica. Ademas, no fue posible utilizar
agitacion porque el producto formado en un inicio tenia una consistencia muy viscosa y
luego, cuando se completaron las tres horas de reacciéon, se obtuvo un producto
totalmente vitreo. Cabe mencionar que se obtuvieron los mismos resultados que Neri y

colaboradores, quienes utilizaron un rotaevaporador bajo vacio. ***°

Ademas, se debe precalentar el equipo antes de introducir los reactivos, puesto que, de lo
contrario, se obtiene un producto de baja viscosidad reducida.*® Nuestro precalentamiento

fue de cinco minutos.

Se utiliz6 acido fosforico (HsPO,4) como catalizador de la reaccion porque, de acuerdo a lo
reportado, en caso de no estar presente este catalizador se obtendrian pesos moleculares
un orden de magnitud mas bajos que en el caso de la reaccion catalizada. Esto ultimo, es
consecuencia de una ruptura de la cadena del PSI para formar grupos maleimida y
succinimida terminales y de reacciones de deaminacién segun lo reportado por Matsubara

y colaboradores. *°
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Una observacion interesante es que a pesar de que la temperatura de ebullicion del
Hs;PO, 85 % es de 158 °C y la temperatura de reaccion es de 180 °C, este &cido no llega a
evaporarse durante la reaccion. Esto se sustenta con estudios de andlisis
termogravimétrico (TGA) realizado por Wang y colaboradores.” El autor sefiala que
después de que se seca el acido aspartico impregnado con el HsPO, 85 %, a 80 °C el
agua se evapora completamente, sin embargo el HsPO, queda en la muestra. Ademas,
sefala que el hecho de que el producto final, después de la precipitacion, contenga HzPO,
significa que este acido interacciona fuertemente primero con el acido aspartico y luego

con el producto de la polimerizacion y por lo tanto, no se llega a evaporar.”’

El tiempo de reaccion utilizado en este trabajo, 3 horas, fue mayor al que utilizé6 Neri (2,5
horas). Al cabo de este tiempo, se observé que el tubo de conexion del equipo de
policondensacién estaba completamento seco, indicio de que la reaccién de

condensaciéon habia culminado.

La disolucién del PSI en DMF caliente se realizd bajo atmosfera de nitrégeno por 5 a 10
minutos para evitar la precipitacion parcial del PSI segun lo reportado por Neri y
colaboradores. *° Ademas, es necesario dejarlo luego en agitaciéon de un dia para otro a
temperatura ambiente porque se trata de un producto polimérico y la completa separacién

de las cadenas poliméricas asi lo requiere.
6.1.2 Rendimiento

En el presente trabajo se realizaron once sintesis de la polisuccinimida donde se obtiene
un peso del producto en el rango algo menor que el reportado en la literatura.*> *° El
rendimiento obtenido fue por consiguiente algo menor al reportado por Neri y
colaboradores (%R gxp. tesis : 85 — 89 % ; %Rexp. neri - 96 %). ESto se debe a que en nuestro
caso se realizaron dos precipitaciones del polimero con fines de purificacion en vez de
una. Ademas, para la eliminacion efectiva de restos de solventes resultd necesario el
lavado del producto, luego de cada una de las dos precipitaciones sucesivas, con
abundante agua (aprox. 3L), lo que conllevé una disminucién adicional del rendimiento.
Por otro lado, el rendimiento sin una segunda precipitaciéon fue de 97 %, ligeramente

superior al reportado por Neri y colaboradores (96 %). ** 4
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6.1.3 Determinacion del peso molecular por cromatografia de permeacién por gel

GPC

El peso molecular por cromatografia de permeacién por gel (GPC) fue determinado en el

Instituto de Investigacion de Polimeros de Dresden, Alemania.

En la Figura 17 la curva de color azul corresponde a la polisuccinimida sin ser tratada con
DCC y la curva de color rojo a la polisuccinimida tratada con DCC la cual se discutira mas
adelante. De la gréfica azul se puede observar que se obtuvo un Mn de 23,5 kDa y un Mw

de 61,5 kDa. Ademas, el promedio de las dispersiones es 2,62, Figura 17.

.| Polysuccinimid
E 4 "‘I
s Il‘
|
J |
14 ’ ‘ I ‘I
Retentionsvolumen
Isample Filename [Mn[g/mol] [g/mol] _Ipisp
rolysuocinimid (1) P10V1.004 23000 62000 2.70
P10V1.005 24000 61 2.54)

Figura 17. Peso molecular de la polisuccinimida determinado por GPC
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Los valores de Mn y Mw obtenidos son valores referenciales ya que para su determinacion
usaron como estandar poli(propileno-co-anhidrido maleico) de una estructura muy

diferente a la polisuccinimida, Figura 18.

O

I

N
CHg ') . N
\\O

@) (b) "

Figura 18. Estructuras del poli(propileno-co-anhidrido maleico) (a) y de la

polisuccinimida (b)

Por otro lado, el valor de 2,62 obtenido para la dispersion (Mw/Mn > 1) indica que la

polisuccinimida sintetizada es un polimero polidisperso.

El valor obtenido 61,5 kDa es conveniente para la hidrélisis posterior, ya que esta

involucra una ruptura del PSI y consiguiente disminucién del peso molecular.

6.1.4 Caracterizacion

6.1.4.1 Espectroscopiainfrarroja

La caracterizacion de la polisuccinimida nos confirma que si se obtiene el producto de

°4. 80 = 65 5o pudo observar que el espectro IR

acuerdo a lo reportado en la literatura.
reportado es idéntico al espectro IR de la polisuccinimida obtenida en el presente trabajo.
En la Figura 19 se muestra el espectro IR de la polisuccinimida medido en pastilla de
KBr, mezcla diluida y concentrada y se hace la comparacién con lo reportado en la

literatura para muestras diluida y concentrada.>* ®

Por otro lado, la asignacion completa de los picos del espectro infrarrojo de la

polisuccinimida, reportados en el capitulo anterior (5.2.1.1), se logré en base a los criterios
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tedricos y a una serie de publicaciones de los autores Piatkowski, Masiala, Chiriac, Kim

S., Gaina, Mansuri y Kim J-H -7

, quienes han reportado la asignacién parcial del
espectro IR de la polisuccinimida, ademas de a dos publicaciones por Krishnakumar y
Stamboliyska quienes realizaron estudios teoricos del ab initio de orbital molecular

realizado a la succinimida.” "

A continuacioén se describe el espectro IR de la polisuccinimida en pastilla de KBr (Figura
19) en el rango por encima de 1000 cm™. Se observa una banda ancha en el rango de
3597,9 - 3425,5 cm™ que corresponde a la vibracion de estiramiento O-H del grupo COOH
terminal de la cadena de polisuccinimida, a la vibracién de estiramiento O-H del H,O y al
estiramiento NH del grupo NH, terminal. Los dos picos de menor intensidad a 2994,7 y
2952,36 cm™ se asignan a los estiramientos asimétrico y simétrico C-H del CH, del anillo
imida, respectivamente. Una banda de absorcién a 1801 cm™ y una muy intensa a
1710,33 cm™ corresponden a los estiramientos simétrico y asimétrico del C=0 del anillo
imida, respectivamente. Ademas, la presencia de un tercer pico de baja intensidad a
1632 cm™ se asigna a la flexion O-H del H,0. Por otro lado, las dos absorciones intensas
a 1393,36 y 1360,8 cm™ son asignadas al tijereteo simétrico y asimétrico del C-H del
grupo CH, del anillo imida, respectivamente, mientras que los dos 1289,21 vy
1258,5 cm™ de baja intensidad pertenecen a la vibracion de estiramiento asimétrico y
simétrico C-N-C del anillo imida, respectivamente. Los picos de moderada intensidad a
1218,16 - 1164,82 cm™ corresponden a la flexion C-H en el plano del grupo CH,.
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Figura 19. Comparacion de los espectros IR de la polisuccinimida diluida en KBr (a) y reportado en la literatura®* (b) y la

polisuccinimida concentrada en KBr (c)y reportado en la literatura ® (d).
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6.1.4.2 Resonancia magnética nuclear

La caracterizacion del PSI por *H-RMN, **C-RMN, COSY, HSQC Y HMBC nos confirma,
de acuerdo a lo reportado en la literatura’®, que en el presente trabajo si se logré obtener
la polisuccinimida de alto grado de pureza para las once sintesis desarrolladas.

En la Figura 20 se observa el espectro 'H-RMN de la polisuccinimida en DMSO-ds. El
protdbn metino es observado como una intensa resonancia singulete a 5,3 ppm. Los
protones metileno son vistos como dos picos de casi igual intensidad a 3,2 y 2,7 ppm.
Estas sefiales estan sobrepuestas parcialmente con el pico del protén residual del DMSO
(CD3(S=0)CD,H) a 2,5 ppm y por el pico del protén del agua a 3,4 ppm. Este dltimo pico
del agua aparece porque se ha usado este solvente para remover al acido fosférico
(HsPO,) y al solvente (DMF).

1H LEZ II 117-3 CMSO-dé

FI AV

@)
/L '
N__
1
b, YL
, W

Figura 20. *H-RMN en DMSO-d; de la polisuccinimida
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En el espectro *H-RMN de la polisuccinimida también se observa que no hay presencia de
Hs;PO, ya que estos protones aparecen entre 7 a 8 ppm.’® Ademas, no aparecen los picos
de los protones del DMF, los cuales aparecen a 7,95; 2,89 y 2,73 ppm en el solvente
DMSO-ds.

En el espectro 'H-RMN tampoco se observan las sefiales de los protones de los grupos
dicarboxilico terminal y/o amino terminal de la cadena de polisuccinimida. De acuerdo a la
literatura los protones del grupo dicarboxilico terminal aparecen entre 12,48 y a 13,22
ppm Yy los del grupo amino terminal entre 11,22 y 11,60 ppm. Si los picos en cuestién no
son observados es debido a que los protones acido y amino se intercambian a una

velocidad muy rapida llegando a ser invisibles en el RMN.™

Por ultimo, es importante mencionar que las sefiales de los grupos terminales en general
son mucho menos intensas que las de las unidades repetitivas de las cadenas. Por esta

razén tampoco son observadas.

En el espectro COSY (*H — 'H), Figura 21, no se observa un acoplamiento entre los

protones de la polisuccinimida.

COSY LZI 128-1 en DMSO 85mg aprox. M L\pL
oo

=
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Figura 21. COSY en DMSO-dg de la polisuccinimida
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En el espectro **C-RMN de la polisuccinimida, mostrado en la Figura 22 se observa que
los dos picos carbonilo no equivalentes de la unidad repetitiva de succinimida (Figura 23)
aparecen a 172,63 (1) y a 173,95 ppm (2). Ademas, los carbonos metileno (3) y metino

(4) son observados a 33,22 y a 47,77 ppm, respectivamente.
La asignacién de los picos de los carbonos carbonilo inequivalentes del anillo imida (1 y 2)

fueron confirmados por el espectro INADEQUATE (**C -*C) de la polisuccinimida

reportado en la literatura.®®

13C LEZI 128-1 en DMEO 85mg aprox.

I o | NN

T T T
180 180 170 160 150 140 @0 120 10 100 90 80 o (1) S0 40 0 20 10 ppm

Figura 22.*C-RMN en DMSO-d; de la polisuccinimida
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Figura 23. Designacion de los atomos de carbono en la estructura de la polisuccinimida

Por otro lado, la asignacion de los picos del carbono metino y metileno es confirmada por
el espectro HSQC (*H -°C; corto alcance), Figura 24. En este espectro se puede
observar que los protones metileno que aparecen a 2,7 y 3,2 ppm se encuentran
directamente enlazados al carbono que resuena a 33,22 ppm. Ademas, el protdbn metino
el cual aparece a 5,3 ppm se encuentra enlazado al carbono que resuena a 47,77 ppm.
Por otro lado, se confirma que los dos carbonos carbonilo no equivalentes que resuenan a
172,63y a 173,95 ppm no se encuentran enlazados a ningan protén.

Edited HSQC LEZIV d43-d en DMsO-dé

Figura 24. HSQC en DMSO-dg de la polisuccinimida
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6.1.5 Determinacion de la estructura de la cadena polimérica de la polisuccinimida:

lineal, ramificada o anillo abierto

De acuerdo a lo reportado, se espera que la polisuccinimida sintetizada en el presente
trabajo por el método de policondensacion térmica del DL-acido aspartico, catalizada por
HsPO,, posea una estructura lineal (Figura 25). * ”" Sin embargo, dado que el PSI
determina la estructura del ligando polimérico a,B-poli(DL-acido aspartico), resultd
importante confirmar mediante técnicas espectroscdpicas la estructura lineal de dicho

polimero.

Asimismo, segun lo reportado, los espectros IR y *H-RMN nos ayudarian a determinar si
la polisuccinimida obtenida en este trabajo tiene una estructura lineal, ramificada o de
anillo abierto (Figuras 25, 26 y 27). De acuerdo a la literatura si la polisuccinimida tuviera
una estructura ramificada o de anillo abierto, primero, se deberian observar en el espectro
IR los picos a 1524; 1525,3 y 1529 cm™ consistentes con la estructura amida (SNH del
grupo amida ). Luego, deberia observarse el pico a 3400 cm™ correspondiente al vOH de

62,63 77, 18 Por otro lado, en el espectro *H-RMN

los grupos dicarboxilicos terminales.
deberia observarse el protdn metino de los sitios ramificados y del anillo abierto (Figuras
26 y 27) a 4,6 ppm.”” Ademas, en el espectro 'H-RMN los protones amida de los sitios
ramificados y de la estructura de anillo abierto deberian resonar como sefales anchas

entre 8 y 9,5 ppm, especificamente a 8,6 ppm.’® %%

O
I |

(0]
|
Grupo Amino Terminal (\ N« N
Y [ [
N
H @)

\
o)

2N

Grupo Acido Dicarboxilico Terminal

Figura 25. Estructura lineal de la polisuccinimida
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Figura 26. Estructura ramificada de la polisuccinimida
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Figura 27. Estructura de anillo abierto de la polisucinimida
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En el presente trabajo, en el IR de la polisuccinimida (Figura 19), se puede observar que

no aparecen picos en el rango de 1524 a 1529 cm™ sugiriendo que no hay sitios de
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ramificacion ni anillos abiertos en la cadena de la polisuccinimida. Sin embargo, el hecho
de que en el IR del PSI aparezca un pico a 1630 cm™ podria indicar que corresponde al
vCO, estiramiento C=0 de la amida | de los sitios ramificados o del anillo abierto, pero al
no aparecer los picos a 1524 - 1529 cm™ se concluye que mas bien tiene que
corresponder al 30H, flexion O-H del agua. También, en el espectro *H-RMN, Figura 20,
no se observa un pico a 4,6 ppm, ni uno a 8,6 ppm sugiriendo nuevamente que la

polisuccinimida sintetizada en este trabajo posee una estructura lineal.

6.1.6 Incremento del peso molecular de la polisuccinimida (PSI)

Se intent6 incrementar el peso molecular de la polisuccinimida, al tratarla con 1,3-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) y variando las condiciones de sintesis. La necesidad de
incrementar el peso molecular del PSI radica en que durante la hidrélisis de este polimero,
para obtener el ligando polimérico a,B-poli(DL-acido aspartico), se rompen las cadenas
poliméricas obteniéndose pesos moleculares del ligando menores a los que tenia
inicialmente la polisuccinimida. En este caso se corre el riesgo que el peso molecular del
a,B-poli(DL-acido aspartico) se encuentre por debajo de 25 kDa cuando el rango deseado
es de 25 a 50 kDa.

6.1.6.1 Incremento del peso molecular con 1,3-Diciclohexilcarbodiimida (DCC)

El incremento del peso molecular de la polisuccinimida con DCC fue realizado como lo
describen Neri y colaboradores. *> *® Una observacion practica de interés en este contexto
es que la polisuccinimida tratada con DCC precipit6 en forma de hojuelas blancas a
diferencia de la no tratada, que lo hace como un polvo fino blanco, y mantuvo este color

después del secado, en vez de adoptar el tono beige usual de la no tratada.

En la Figura 28, donde se muestra la reaccién entre la polisuccinimida y la DCC, reactivo
de acoplamiento, se puede observar que ademas de formarse polisuccinimida de mayor
peso molecular se forma el subproducto diciclohexilurea (DCU) el cual es insoluble en
agua. La DCU es eliminada por filtraciéon y utilizando gran cantidad de etanol para el
lavado del producto, el cual se usa después del lavado con abundante agua para eliminar

el resto del solvente DMF.
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Figura 28. Reaccion entre la polisuccinimida y la DCC

Un mecanismo de reaccion probable que ocurre entre la polisuccinimida y la DCC de
acuerdo a lo reportado por la literatura sobre reactivos de acoplamiento en la formacioén

%8 a5 la que se presenta en la Figura 29. Se

de enlaces peptidicos (enlaces amida)
observa que la DCC activa al 4cido carboxilico, el grupo terminal de una de las cadenas
de polisuccinimida (PSI 1), formandose el intermediario muy reactivo O-acilisourea, el cual
es atacado por una amina, grupo terminal de otra cadena de polisuccinimida (PSI 2),
formandose asi el enlace amida entre las dos cadenas poliméricas PSI 1 y PSI 2.
Ademas, se forma el subproducto diciclohexilurea. Luego, sobre esta nueva estructura, la
DCC activa al grupo acido carboxilico terminal, el cual se encuentra adyacente al primer
grupo carboxilico ya activado por la DCC, formandose otra vez el intermediario O-
acilisourea, el cual ahora es atacado por una amida formada dando lugar a la ciclacion
intramolecular para formar el anillo imida y a la formacién nuevamente del subproducto

diciclohexilurea.
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Figura 29. Mecanismo de reaccion entre la polisuccinimida y la DCC
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Se realizaron ocho reacciones y los resultados obtenidos del rendimiento se ubican en el

rango de 90 a 94 %.

El incremento del peso molecular de una muestra de polisuccinimida de 61,5 kDa al ser
tratada con DCC fue de 6,5 kDa determinado por GPC (Figura 30), en el instituto de
Investigacion de Polimeros de Dresden, Alemania, a las mismas condiciones que fue

determinada la polisuccinimida de partida.

En la Figura 30, la curva de color rojo corresponde a la polisuccinimida tratada con DCC
y se puede observar que se obtuvo valores referenciales de Mn de 27 kDa y un Mw de
68 kDa. Por otro lado, se observa que el promedio de las dispersiones es de 2,52, la cual

indica que la polisuccinimida tratada con DCC también se caracteriza por ser un polimero

polidisperso.

o Polysuccinimid

RI-Signal
|
{

-‘.I_----T E - '|-l ) _1'5- s (I 1" (L] Fil _I_-.
Retentionsvolumen
mple Filename [Mn[g/mol] _ jMwig/mo] _ [pisp |
Polysuccinimid (2) [P10VI1.006 27000} 68000 2.52
'P10V1.007 27000 saooo] 2.52

Figura 30. Peso molecular del PSI, tratado con 20 mg de DCC por gramo de polimero,

determinado por GPC
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Se puede observar, como es de esperarse, que la polisuccinimida tratada con DCC tiene
similar comportamiento que la polisuccinimida de partida en la determinacién del peso

molecular por GPC.

Ademas, para cinco muestras de las ocho llevadas a cabo, usando las mismas
condiciones y proporcion de DCC, los incrementos de peso molecular obtenidos por
viscosimetria intrinseca fueron muy diferentes entre si, variando de bajos a muy bajos. No
ha sido posible encontrar una explicacion para la no reproducibilidad de los ensayos en

cuestion.

Para explicar el modesto incremento en el peso molecular logrado, resulta de interés
considerar lo reportado sobre DCC como agente de acoplamiento en péptidos en la
literatura.” ®° Cuando la reaccion entre un &cido carboxilico, una amina y la DCC, se lleva
a cabo en un solvente de baja constante dieléctrica como CH,Cl, y CHCI; que estabilizan
el intermediario O-acilisourea, la formacién del enlace amida propiciada porla DCC
es instantdnea. Sin embargo, cuando la reaccion es realizada en un solvente mas polar
como DMF, se obtiene, ademas del producto principal, una mezcla compleja de otros
productos como anhidridos simétricos (anhidrido aciclico y anhidrido succinico) y

N-acilurea.

Dado que en nuestro caso, la reaccion fue realizada en DMF, solvente en el cual el PSI es
soluble, es posible sugerir que el bajo incremento del peso molecular esté relacionado con

el efecto desfavorable de un solvente polar sobre la reaccion de acoplamiento.

El la Figura 31, la cual muestra la formaciéon de los anhidridos y PSI con grupo terminal

N-acilurea, productos no deseados, fue elaborado en base a la teoria reportada sobre

reactivos de acoplamiento en la formacion de enlaces peptidicos. "%
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Figura 31. Posibles productos no deseados formados durante la reaccion de la

polisuccinimida con la DCC y DMF como solvente
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Este esquema describe como el intermediario O-acilisourea reacciona con otra cadena de
polisuccinimida (R), especificamente con su grupo A&cido dicarboxilico terminal,
formandose un anhidrido aciclico y diciclohexilurea y/o un anhidrido succinico y
diciclohexilurea. Luego, se observa que pueden ocurrir dos reacciones, una de ellas (1) es
la de la diciclohexilurea con el anhidrido aciclico y/o con el anhidrido succinico para
formar PSI con un grupo terminal N-acilurea. La otra posible reaccién (2) consiste en la
reacciéon del anhidrido aciclico y/o anhidrido succinico con otra cadena de polisuccinimida
(R), especificamente con su grupo amino terminal, para formar un enlace amida entre dos
cadenas de polisuccinimida y/o el anillo imida, respectivamente. Ademas, en ambos casos

se forma diciclohexilurea como subproducto.

Por tanto, se concluye que como dos de las cuatro posibles rutas que se observan en la
Figura 31 conducen a polisuccinimidas con un grupo terminal N-acilurea que mantienen
el peso molecular del PSI de partida, esto conduce a un menor incremento neto en el
peso molecular promedio de las muestras tratadas con DCC cuando se trabaja en un

solvente polar como DMF.

Las polisuccinimidas tratadas con DCC fueron caracterizadas por espectroscopia IR y
'H-RMN. En los Anexos 10.1.2 y 10.1.3 se muestra la comparacion de los espectros
'H-RMN e IR, respectivamente, representativos de las polisuccinimidas tratadas con DCC

y de la polisuccinimida de partida.

El espectro IR de la polisuccinimida tratada con DCC no muestran diferencias
significativas con los respectivos PSI de partida. Por otro lado, el espectro *H-RMN de las
polisuccinimidas ensayadas con DCC mantiene, como es de esperar, las sefales
caracteristicas de la polisuccinimida de partida. Sin embargo, presentan una ligera
diferencia en el rango de 1 a 2 ppm, donde resuenan picos de baja intensidad que no se
observan del todo en el PSI de partida (Figura 20). Estos picos son practicamente

imperceptibles.

Esta observacion sugirié que podrian deberse a restos de DCC que no ha reaccionado y/o

a los productos no deseados formados en DMF como solvente.
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De acuerdo al "H-RMN de la DCC, los protones metileno del ciclohexilo aparacen de 1 a 2
ppm mientras que el protbn metino aparece a 3,2 ppm. Este Ultimo no seria observado
pues se solaparia con una sefial muy intensa del PSI.

Por otro lado, aunque los anhidridos aciclico y succinico poseen también sefiales a 2,4 y
1,4 ppm respectivamente (correspondientes a sus protones CH, y CH no solapables con
las del PSI)®, se debe tener en cuenta que las funciones anhidrido en cuestiéon se
encontrarian en nuestro caso incorporadas a cadenas poliméricas de polisuccinimida,
cuyas sefales obviamente seran ordenes de magnitud mas intensas y dominaran el
espectro *H-RMN.

Por la misma razén, la sefial entre 8 y 9 ppm correspondiente al protén amida del grupo
terminal N-acilurea de las cadenas poliméricas del PSI que habrian mantenido su peso
molecular original tampoco seria observable en el *H-RMN.

6.1.6.2 Sintesis de la polisuccinimida variando las condiciones de reaccion

Se ensayaron tres nuevas sintesis de la polisuccinimida variando las condiciones de
reaccién respecto al nimero de moles del acido fosférico (HsPO, 85 %), tiempo de

reacciéon y temperatura (5.2.1.3).

En la Tabla 7, se muestra un resumen de los resultados obtenidos variando las

condiciones de reaccion de la sintesis de la polisuccinimida.

Tabla 7. Resultados de la sintesis de las polisuccinimidas variando las condiciones de

reaccion
Sintesis Original Sintesis 1 Sintesis 2 Sintesis 3
% Rendimiento 85 -89 89 88 58
Color del producto final beige crema amarillo palido marrén

Los espectros IRy
'H-RMN tienen la
mismas

Los espectros IR 'y
El espectro IRes | 'H-RMN presentan

. e idéntico que el las mismas sefiales
Observaciones - caracteristicas que
los espectros IR y espectro IR del gue los espectros IR
: 1
1H.RMN del PSI PSI de partida. y Hd:M;tﬁlji PSI
de partida. P ’
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Para la sintesis 1, se pudo observar que la mezcla de reaccién presenté un color
anaranjado mas intenso que en la sintesis original y mayor fluidez. Ademas, durante la
precipitacion se forma un sélido muy fino que requiere de un tiempo moderado para su
completa precipitacion. Se obtuvo un producto crema (rendimiento: 89,16 %). Por otro
lado, los espectros IR y *H-RMN de este polimero poseen las mismas caracteristicas que
los del PSI obtenido en la sintesis original.

Para la sintesis 2, se observé nuevamente que el color de la mezcla de reaccién fue un
color anaranjado mas intenso que la sintesis original. El producto formado durante la
precipitacion es un sélido muy fino que también requiere de un tiempo moderado para su

completa precipitacion. Se obtuvo un producto amarillo palido (rendimiento: 87,79 %).

Con respecto a su caracterizacion espectroscoépica, el espectro IR no muestra diferencia
alguna con el del PSI de la sintesis original. Por otro lado, en el espectro *H-RMN (Figura
32) de este polimero se observa que se mantienen las caracteristicas sefiales de la
polisuccinimida. Sin embargo, ha aparecido una nueva sefial no identificada de baja

intensidad a 4,07 ppm que no esta presente en el PSI de partida.

LZIV_10-1_040311.001.esp
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Figura 32. 'H-RMN en DMSO-d, de la polisuccinimida sintetizada con el doble del nimero
de moles del H;P0O, 85 %
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Finalmente, en la sintesis 3, se observd que la mezcla de reaccion adquirié un color
marron oscuro a diferencia del tipico color anaranjado de aquella de la sintesis original.
Se obtuvo un producto marrén (rendimiento: 57,61 %). El hecho de que la muestra haya
adquirido un color marrén oscuro podria indicar una descomposicion parcial de la
polisuccinimida al trabajar a 239 °C por tres horas de reacciéon. Sin embargo, los
espectros IR y *H-RMN del producto indican que se trata del PSI puro.

Por otro lado, si la temperatura de la reaccion se incrementa a 300 — 450 °C el monémero
DL-4cido aspartico y la masa polimérica llegarian a descomponerse completamente. La
descomposicién del mondmero produciria los gases de NH3, C,H,, CO 'y H,0. #

En la literatura se encuentra reportado que la descomposicion de la polisuccinimida se
inicia a 230 °C, donde el producto adquiere un color mas oscuro que cuando se realiza la
sintesis a menor temperatura; ademas menciona que ocurre una disminucion del peso
molecular. También, se indica que a 200 °C el peso molecular aumenta
considerablemente, sin embargo a 220 °C el peso molecular de la polisuccinimida se

mantiene constante.**

En el Anexo 10.2.1 se muestra fotos de las diversas etapas de esta sintesis y en el

Anexo 10.2.2 los correspondientes espectros IR y *H-RMN.

El peso molecular del producto de la sintesis 1 es menor respecto al peso molecular del

producto de la sintesis 3 determinado por viscosimetria intrinseca.

6.1.7 Comparaciéon de las polisuccinimidas purificadas con una y dos

precipitaciones

Se observa, para las dos sintesis, que el rendimiento de la reaccién con una sola

precipitacion es de 97 % y con la segunda precipitacién disminuye a 85 - 89 %.

El rendimiento que reportan Neri y colaboradores al utilizar un rotaevaporador es de
96 % “>“®, por lo que se puede afirmar que la sintesis de la polisuccinimida realizada en el
presente trabajo con un equipo de policondensacién estatico, ademas de ser
cuantitativamente reproducible, da un resultado similar e incluso ligeramente superior

(97,4 %) al reportado cuando se realiza una sola precipitacion.
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Los espectros IR,"H-RMN y *C-RMN de las polisuccinimidas purificadas mediante una
sola precipitacion poseen las mismas caracteristicas que los correspondientes espectros
de aquellas con dos precipitaciones, por lo que se concluye que basta la primera para
obtener un producto puro.

6.2 Ligando polimérico : sal de sodio del a,B-poli(acido aspartico)

6.2.1 Sintesis

Se realizaron ocho sintesis de la sal de sodio del a,B-poli(DL-4cido aspartico) por medio
de una hidrdlisis basica de la polisuccinimida. De acuerdo a lo reportado por Shinoda y
colaboradores, se encontr6 que el pH adecuado para que ocurra la disolucion completa
de la polisuccinimida, durante las tres horas de reaccién con agitacion y a temperatura
ambiente, es de 11,5 a 12,5. *° La idea de dializar y liofilizar la solucién polimérica fue

tomada de otras fuentes bibliograficas. > 7® 77 8%.84.85

La didlisis de la solucién polimérica fue realizada a través de la membrana de dialisis
(Spectra/Poro 4 con MWCO 12 - 14 kDa) tomando en cuenta los diametros de poro
reportados por Kim y Neuse para la sintesis de poliaspartamidas que fungen como
vehiculos poliméricos. ** * Con el uso de estas membranas de 12 a 14 kDa se obtendrian
en la préactica productos de doble peso molecular es decir de 24 a 28 kDa * dentro del

rango deseado.

En este trabajo se propone el siguiente mecanismo de reaccién de la sintesis de la sal de

sodio del a,B-poli(acido aspartico), Figura 33.
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Figura 33. Mecanismo de reaccién de la sintesis de la sal de sodio del a,3-poli(DL-4cido

aspartico)

De acuerdo a este mecanismo, se puede observar que los iones OH™ atacan al grupo
carbonilo del anillo imida para formar (a) o (b), los cuales sufren una hidrélisis, liberandose
iones OH"y formandose el respectivo poliaspartato. Dependiendo del ataque de los iones

OH" a los carbonos carbonilo inequivalentes se formaran las unidades a-amida 6 $-amida.
6.2.2 Rendimiento

El porcentaje del rendimiento obtenido para cada una de las ocho sintesis de la sal de
sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) es cuantitativamente alto 89 - 92 %.

Se observa que, ademas de ser alto, se ubica dentro de un rango relativamente estrecho;

esto ultimo indica una buena reproducibilidad de la sintesis en cuestion.
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6.2.3 Determinacion del peso molecular de |la sal de sodio del a,8-poli(DL-acido

aspartico) por el método de viscosimetria intrinseca

Para determinar el peso molecular de la sal de sodio del a,B-poli(DL-&cido aspartico) se
prepararon soluciones de la misma en NaBr 0,5 M en medio acuoso a pH 7,3 en el rango
de 0,002 a 0,01 g/mL y para las medidas de viscosidad se utilizd el viscosimetro de
Ubbelohde. " # El procedimiento para determinar el peso molecular por viscosidad, esta

descrito en el capitulo anterior .

Las medidas de viscosidad reducida deben realizarse en presencia de NaBr, puesto que
de no ser asi las gréaficas de viscosidad reducida versus concentracién de la sal de sodio
del a,B-poli(DL-acido aspartico) no serian lineales sino que mostrarian las curvaturas
usualmente encontradas para polielectrolitos en soluciones de baja fuerza i6nica. ¥ Esto
podria deberse a que los grupos acido carboxilico de las cadenas de a,B-poli(DL-acido
aspartico) se ionizan conllevando a que las cadenas poliméricas ahora cargadas se
repelan entre si y se expandan produciéndose un cambio de conformacion de helicoidal a
una conformacién donde las cadenas adoptan la forma de varillas rigidas®® afectando de
esta manera las medidas de viscosidad. Para evitar este problema, se agregé la sal de
NaBr donde los iones de esta sal neutralizarian a los grupos iénicos de la cadena
polimérica permitiendo que el polimero ahora adopte la conformacion de un polimero
neutro en un buen solvente y de esta manera se obtendrian medidas correctas de

viscosidad.

Los célculos para determinar el peso molecular por viscosimetria intrinseca se basa en

gue a partir de los resultados de tiempo de flujo obtenidos para el solvente y la solucion

del polimero, t,y t respectivamente, y la concentracion de cada solucién, C, se calculan

las viscosidades reducidas, 7., para cada solucion de la sal de sodio del a,B-poli(DL-

acido aspartico) segun la siguiente ecuacion:
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Luego, se construye una grafica de viscosidad reducida versus concentracion. Se
extrapolan las concentraciones a cero y de la ecuacion de la gréfica se calcula la
viscosidad intrinseca, [77].

A partir del valor de [7], utilizando la ecuacion de Mark-Houwink (1) se puede calcular el

peso molecular promedio, M, a partir de la ecuacion en su forma logaritmica (2) se puede
realizar el calculo de manera directa. Se tomaran para K y a los valores de 0,0506 mL/g y

0,656, respectivamente.

a
7l=K-Mv 1)

Mv — Anti |Og|:|og[77]_log K:| .................. (2)
a

Los valores de K y a considerados para la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico)
son 0,0506 mL/g y 0,656, respectivamente, y corresponden a los de la sal de sodio del
poli(acido acrilico). ** ** En la bibliograffa se reporta que los poliacrilatos de sodio lineales
tienen similar tamafio, forma y densidad de carga que los poliaspartatos de sodio lineales
en solucién y por lo tanto muestran una buena correlacién para las determinaciones de
pesos moleculares.** ® En la Figura 34 se muestra la estructura de la sal de sodio del

a,B-poli(DL-acido aspartico) y de la sal de sodio del poli(DL-acido acrilico).

(b)

(a) N
o) ¢ _ -
= NH NH=——— —1—CH,~HC———
ONa ONa )
NS
NaO \O n
o) ' o] q = _

— a-amida B-amida —n

Figura 34. Estructuras de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) (a) y de la sal
de sodio del poli(DL-acido acrilico) (b)
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En la Tabla 8 se pueden observar la ecuacion de la grafica : viscosidad reducida versus
concentracion de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico), la viscosidad intrinseca
y el peso molecular para ocho reacciones.

Tabla 8. Peso molecular y viscosidad intrinseca de la sal de sodio del a,B3-poli(DL-acido

aspartico)
Ngr'nero.de Ecuacion de la gréfica Viscosidad Intrinseca Peso Molecular
intesis

(mL/g) (kDa)

) n =468 C + 41,34 41,34 27,5

n = 5559C + 40,85 40,85 26,9

n = 410,2C + 41,69 41,69 27,5

2 n = 412,6 C + 41,67 41,67 27,5

3 n = 4669 C + 41,35 41,35 27,5

4 n = 739,1C + 42,02 42,02 28,2

5 n =3556C + 44 44 30,2

6 n = 350,8 C + 44,03 44,03 30,2

7 n=79%C + 4181 41,81 28,2

8 n = 739,7C + 42,02 42,02 28,2

A la primera muestra de sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) se le determiné el
peso molecular por triplicado y los valores fueron : 27,5 kDa (2 veces) y 26,9 kDa, lo que

indica una reproducibilidad aceptable, siendo el valor promedio de 27,3 kDa.

A continuacién, como ejemplo, se muestra en la Tabla 9 los datos de la gréfica viscosidad
reducida versus concentracion de la sal de sodio del a,B3-poli(DL-acido aspéartico) de la
sintesis nimero 5 (Tabla 8) y en la Figura 35 la gréafica de viscosidad reducida versus

concentracion de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico).
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Tabla 9. Datos de la gréfica de la viscosidad reducida versus concentracién de la sal de
sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico)

Concentracion de la sal Viscosidad
de sodio del Reducida
a,B-poli(DL-acido aspartico)

(g/mL) (mL/g)

0,002 45,02

0,004 45,14

0,006 46,09

0,008 46,57

0,01 47,86

Viscosidad reducida vs Concentracion de
la sal de sodio del a.B-poli(DL-acido
aspartico)
@ 48.50
—E' 48.00 ®
~— 47.50
T
S 47.00
3 L
3 46.50 ‘/
5 46.00
T
B 45.50 A y=355.67x+ 44.001
g 45.00 * R*=0.9366
S 44.50
0.000 0.005 0.010 0.015
Concentracion de la sal de sodio del a,B-poli{DL-
acido aspartico) {g/mL)

Figura 35. Grafica de la viscosidad reducida versus concentracion de la sal de sodio del

a,B-poli(DL-&cido aspartico
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Se puede comentar que, partiendo de polisuccinimidas de peso molecular de 61,5 a 68
kDa y bajo las condiciones suaves de hidrélisis basica utilizadas se produce la
disminucion esperada en el peso molecular de la sal. Se logran asi valores muy
convenientes entre, 27,3 y 30,2 kDa, y por tanto dentro del rango deseado para fungir

como vehiculo polimérico efectivo del agente activo.

Se intentd determinar el indice o grado de dispersién de la sal de sodio del a,B-poli(DL-
acido aspartico) por GPC en el Instituto de Investigacion de Polimeros de Dresden,
Alemania, pero no fue posible por no estar operativa la columna para muestras solubles

en medio acuoso.

6.2.4 Caracterizacion

6.2.4.1 Espectroscopia infrarroja

La asignacion completa de los picos del espectro infrarrojo de la sal de sodio del a,B-
poli(DL-acido aspértico) (inidicada ya en 5.2.2.1) fue lograda en base a la teoria y a
estudios de caracterizacion realizados por diferentes autores Sumayya, Sikes, Ho, Sun y
Mrv¢ie.* ~%

En este acapite se comentan solo las bandas de absorcion mas importantes del espectro

infrarrojo, mostrado en la Figura 36, que caracteriza a esta macromolécula.

La banda ancha y muy intensa a 3405,37 cm™ corresponde al estiramiento N-H del grupo
amida, mientras que los picos que aparecen como hombros de la misma a 3076,5 y
2937,5 cm™ se asignan a los estiramientos asimétrico y simétrico C-H del grupo CH,,

respectivamente.

En la zona de 1700 — 1300 cm™ aparecen varias bandas de absorcién intensas
caracteristicas del grupo amida y del grupo carboxilato. Los picos a 1671,4 y 1527,4 cm™
pertenecen al estiramiento C=0 de la amida | y a la flexion N-H en el plano de la amida Il,
respectivamente; esta Ultima se superpone con el estiramiento C-N de la amida Ill. Por
otro lado, las absorciones a 1595,7 y 1397,4 corresponden a los estiramientos asimétrico

y simétrico, respectivamente, del grupo funcional COO".
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Figura 36. IR (KBr) de la sal de sodio del a,B3-poli(DL-acido aspartico)

6.2.4.2 Resonancia magnética nuclear

En el espectro 'H-RMN de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) medido a
pH 8 — 9 en D,O (Figura 37) se observa que aparecen dos resonancias para el proton
metino, una a 4,53 ppm, y otra a 4,33 - 4,35 ppm. Los protones metileno son observados
como cinco resonancias a 2,42 - 2,64 ppm. Los protones amida 6 cualquier protén acido

no se observan porgue se intercambian con el deuterio del D,O0.

Segun la literatura, la sefial menos intensa a 4,53 ppm corresponde al proton metino de la
unidad o, mientras que aquella de mas alta intensidad a 4,33 - 4,35 ppm es asignada a la

unidad p.” % %

A partir de las intensidades relativas de ambas sefiales es posible calcular el % de
unidades o y B. Se encontré que, considerando los 'H-RMN de las ocho sintesis

realizadas, el % promedio de unidades B es muy superior al de las a (71,5 % vs 28,5 %).
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Esta relacién p/a de 2,5 : 1 corresponde a un pH de hidrélisis basica de 11,5 — 12,5 de
la polisuccinimida. De acuerdo, a lo reportado en la literatura, la relacion p/a. es afectada
por las condiciones de hidrélisis, siendo el factor predominante el pH del medio. El peso
molecular de la polisuccinimida de partida, la fuerza ibnica y la temperatura no afectan la

relacion de las unidades p/a.

En el espectro **C-RMN de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) a pH 8 — 9
(Figura 37) se observa que el carbono metileno es visto como dos picos a 37,58 y a 39,06
ppm que corresponden a las unidades B y a, respectivamente. La resonancia del carbono
metino aparece como un multiplete centrado en 51,83 ppm. Por otro lado, el carbono del
grupo carbonilo de la amida se presenta como tres multipletes de decreciente intensidad a
171,92 — 172,04; 172,63 — 172,74 y 173,36 ppm. Por ultimo, el C del grupo carboxilato
aparece como dos sefiales no bhien resueltas, la primera a 177,5 ppm y la segunda mas

intensa a 177,95 ppm.
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Figura 37. Espectros '"H-RMN (a) y "*C-RMN (b) en D,O de la sal de sodio del a,B-
poli(DL-acido aspartico)
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El espectro HSQC (*H -'3C, corto alcance), Anexo 10.3.1, del polimero en cuestion
(analizados igualmente a pH 8 — 9) confirma que, de acuerdo al acoplamiento de los
protones metileno (mancha roja) y metino (mancha azul), el carbono metileno

efectivamente resuena a 37,58 y a 39,06 ppm y el carbono metino a 51,60 - 52,04 ppm.

En el espectro HMBC (*H - **C, largo alcance) en el rango completo (Anexo 10.3.2, a), se
puede observar que el protdn metino acopla con el carbono metileno y el protén metileno
acopla con el carbono metino. Se observa, ademas, que los protones metino y metileno

acoplan con el carbono carbonilo de la amida y del grupo carboxilato.

Mediante el espectro HMBC ampliado en la zona 0 a 60 ppm (Anexo 10.3.2, b) se logré
designar las unidades a y B para los carbonos metileno. Se puede observar que el proton
metino B (4,33 — 4,35 ppm) acopla con el carbono metileno a 37,58 ppm y el proton
metino a (4,53 ppm) acopla con el carbono metileno a 39,06 ppm. Por lo tanto, el carbono
metileno a 37,58 ppm corresponde a la unidad B y el carbono metileno a 39,06 ppm
corresponde a la unidad a. Por otro lado, se observa que los hidrégenos metileno

alrededor de 2,4 — 2,6 ppm acoplan con el carbono metino a ca. 51,8 ppm.

En el espectro COSY, Anexo 10.3.3, se puede observar que el proton metino o acopla
con los protones metileno de campo alto y el protbn metino B acopla con los protones
metileno de campo bajo.

Por ultimo, pueden existir tres posibles secuencias de las unidades en la cadena
polimérica en cuestién : aa, af (Ba) ¥ BB de acuerdo a lo reportado en la literatura
(Anexo 10.3.4). A partir del analisis del espectro HMBC, expandido en la zona de interés
(160 — 182 ppm), ver Anexo 10.3.5, se observé acoplamientos entre el carbono carbonilo
del grupo amida y los protones metino a y 8 que, de acuerdo a lo reportado a la literatura,
corresponden a una secuencia al azar de las unidades a y  en la cadena polimérica de la

sal sintetizada. "®

Con el fin de detectar y cuantificar la posible presencia de succinimida residual en el
producto de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) se utilizo el espectro
'H-RMN a 60 °C (Anexo 10.3.6, a).”
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La ausencia de las sefiales caracteristicas de los grupos CH, y CH del PSl a 3,2y 5,3
ppm, respectivamente, indican que, bajo las condiciones suaves de hidrélisis basica, se
logré una conversion completa al a,B-poli(DL-aspartato).

6.2.5 Ensayos previos de sintesis de la sal de sodio del a,8-poli(DL-acido

aspartico)

El rendimiento de las dos reacciones (89 — 91 %), Tabla 2, es alto y comparable al que

se obtuvo para la hidrélisis basica a condiciones suaves de la polisuccinimida (90 — 94 %).

Sin embargo, como se observa en la Tabla 10, los pesos moleculares obtenidos de la sal
de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) se encuentran por debajo del limite inferior del
rango deseado, 25 kDa. El primer tipo de hidrélisis basica produce un polimero de 18,2
kDa y el segundo uno de 24,6 kDa, mientras que con la hidrdlisis basica a condiciones
suaves se obtuvieron pesos moleculares de 27 a 30 kDa, respectivamente, para las

mismas muestras de polisuccinimidas.

Tabla 10. Peso molecular de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) después de

la hidrdlisis basica de la polisuccinimida a condiciones fuertes

_ Peso molecular de la Peso molecular
Tipo de " S : ,
o polisuccinimida de partida de la sal de sodio del
hidrolisis , . .
o a,B-poli(DL-4cido aspartico)
basica
(kDa) (kDa)
1 55,0 18,2
2 49,9 24,6

Finalmente, los espectros *H-RMN de ambos productos son idénticos al espectro *H-RMN
de la sal de sodio del a,3-poli(DL-acido aspartico) sintetizada bajo las condiciones suaves

de hidrdlisis basica. La relacion o / B de estos dos productos es 27,70 y 72,30 % para el
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primer tipo de hidrolisis y 27,10 y 72,90 % para el segundo, mientras que para la hidrolisis
bésica a condiciones suaves es de 28,5y 71,5 % (6.2.4.2). De acuerdo a este resultado
se puede comentar que cuando el pH de la hidrélisis aumenta, la proporcién de unidades

B parece que aumenta como se observa en la literatura.®

6.3 a,B-poli(DL-4cido aspartico)

6.3.1 Sintesis

Este polimero fue sintetizado a partir de su sal de sodio, llevando una solucién de esta
tltima a pH 3, con una posterior liofilizacién. El rendimiento de la reaccién es de 42,01%.
Se puede afirmar que, dado su valor de pK, de 4,87, a un pH igual o menor a 3 el

polimero esta4 completamente protonado. *°

6.3.2 Caracterizacion

6.3.2.1 Espectroscopia Infrarroja

La asignacién completa del espectro IR del a,B3-poli(DL-acido aspartico), incluida en 5.2.3,
se bas6 también en la teoria y publicaciones especializadas en el estudio de este

polimero por Sumayya, Sikes, Ho, Sun y Mrv&i¢ . %2~ %

El espectro IR del a,B-poli(DL-acido aspartico) sintetizado, Figura 38, muestra las
absorciones caracteristicas del grupo amida aunque algo desplazadas respecto a la sal.
Los estiramientos N-H y C=0O de la amida | aparecen a 33545 y 1661,8 cm™
respectivamente, mientras que la flexion N-H en el plano de la amida Il (superpuesta con

el estiramiento C-N de la amida Ill) lo hace a 1531,8 cm™.

Sin embargo, surgen notables e importantes diferencias con el espectro IR de la sal. Se
observa la desaparicion de la banda muy intensa a 1596 cm™ debida al estiramiento
asimétrico del grupo COOH desprotonado en la sal y la aparicion de una nueva e intensa
banda a 1728 cm™ correspondiente al estiramiento C=0 del grupo COOH. Otras bandas
propias del grupo carboxilico son el estiramiento O-H, que se encuentra superpuesto con

el estiramiento N-H de la amida ya mencionado y la flexion O-H en el plano a 1402 cm™.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




TESIS PUCP

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

s | CATOLICA
DEL PERU

Esta Ultima aparece en posicion muy similar al estiramiento simétrico del COO" en la sal.

Ademas, observamos una banda ancha, aiin mas intensa que la flexion O-H, centrada en

1227 cm™, asignada al estiramiento C-O del grupo COOH, que obviamente esta ausente

en la sal. Por ultimo, el pico pequefio a 913 cm™ se asigna a la flexion O-H fuera del plano
del grupo COOH.
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Figura 38. IR (KBr) del a,B-poli(DL-acido aspartico)

6.3.2.2 Resonancia magnética nuclear

En el espectro *H-RMN (Figura 39) se puede observar que hay un desplazamiento de las

sefales de los protones metileno y metino a campo bajo respecto a la sal de sodio del

a,B-poli(DL-acido aspartico). Los protones metileno aparecen a 2,76 ppm y sélo un protén

metino es observado, de la unidad B, a 4,62 ppm, mientras que el proton metino de la

unidad o no se observa ya que se sobrelapa con el pico del agua.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




\\\‘ENEQ&

S -J'(% PONTIFICIA
TESIS PUCP 5 gs g:_:_\(lsELl:gIEAD

DEL PERU

En el espectro *H-RMN a 60 °C (Figura 39) se observa el esperado desplazamiento de
las sefiales hacia campo bajo, lo que permite apreciar claramente las sefiales

correspondientes a los protones metino a y B.

En el espectro *C-RMN (Figura 40) se observa mas bien lo contrario, los picos se
desplazan a campo alto respecto a la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspértico). El
carbono metileno de las unidades By o resuena a 35,84 y a 36,87 ppm, respectivamente.
Se observa ademas que el carbono metino aparece a 49,99 ppm. El carbono carbonilo de
la amida aparece entre 171,68 — 172,25 ppm y el carbono carbonilo del grupo acido

carboxilico resuena entre 174,29y 174,88 ppm.
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Figura 39. Espectros 'H-RMN a temperatura ambiente (a) y a 60 °C (b) en D,O del a,B-
poli(DL-acido aspartico)
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Figura 40. Espectro **C-RMN (b) en D,O del a,B-poli(DL-4cido aspartico)
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6.4 Determinacion del numero de moléculas de agua en el reactivo sulfato de
vanadilo hidratado (VOSQO..xH,0)

El nimero de moléculas de agua en el reactivo sulfato de vanadilo hidratado fue
determinado gravimétricamente por calcinacion.®” °® El procedimiento fue descrito en el
capitulo anterior (5.2.4).

La reaccién llevada a cabo fue la siguiente:

A
VOSO4xH;0s) — VOSOys + XH,O g)

2VOSOy, V,05s + SOy + SOgq

Se realizaron tres ensayos. Luego, con el nimero de moles del 6xido V,Os residual
hallado experimentalmente se pudo calcular por estequiometria el nUmero de moles del
sulfato de vanadilo hidratado. A partir de dicho nimero de moles es posible calcular el
namero de moles de moléculas de H,O por mol de VOSQO,, segin se muestra en la Tabla
11.
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Tabla 11. Datos para la determinacion del N° de moles de moléculas de H,O por mol de moléculas de VOSO,.xH,0

Peso de Moles de Peso Peso Peso del N° de moles
. VOSO0,.xH,0 Peso de V;0s VOSO,xH,O | molecular del H,O por mol de
Namero trado al molecular .
de antes de la encontrado a calculados por | VOSO,.xH,0 de moléculas
ensayo calcinacion final de la estequiometria | experimental | 9€/'VOSOs | yoso, xH,0 | deHOen
calcinacion una mol de
(<)) (@) (mol) (g/mol) (g/mol) (9) VOS0,.xH,0
1 0,0601 0,0263 2,8920 x 10* 207,81 162,94 44 87 2,49
2 0,0601 0,0263 2,8920 x 10™* 207,81 162,94 44 87 2,49
3 0,0602 0,0264 2,9030 x 10™* 207,37 162,94 44 .43 2,47
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6.5 Complejo polimérico : vanadilo - a,B-poli(DL-acido aspartico)

6.5.1 Sintesis

Como se ha mencionado anteriormente la sintesis del complejo vanadilo del presente
trabajo fue desarrollada en base a investigaciones previas realizadas por Sakurai y
colaboradores quienes desarrollaron el complejo vanadilo-poli(y-acido glutamico). ** % El
ligando polimérico, a,B-poli(DL-acido aspartico), se diferencia del y-poli(acido glutamico)

en que la cadena principal contiene un grupo mas de CH,.

Como estructuralmente ambos polimeros son similares, se penso inicialmente realizar la
sintesis de nuestro complejo vanadilo-a,B-poli(DL-&cido aspartico) con la relacién de
polimero y catién vanadilo usada por Sakurai y colaboradores para la sintesis de su
complejo. Sin embargo, la relacion de un mol de vanadio a 0,8 moles de polimero usada
por estos autores conllevaria al empleo de demasiada cantidad de vehiculo polimérico
para una minima cantidad del agente activo. En nuestro caso, considerando un peso
molecular promedio de 30 kDa para el poliaspartato se tendria una relaciéon en peso de
6,7 mg de VO? por cada 2,4 g del polimero, de donde resulta un porcentaje en peso de
solo 0,28 % del agente activo, mientras que para los autores citados que trabajaron con
un polimero de 500 kDa fue aun menor (0,017 %). Esto no conduciria definitivamente a un
transporte satisfactorio del agente activo, condicion necesaria para el desarrollo de un

potencial farmaco antidiabético efectivo.

Por esta razén, y consultando los trabajos de otros investigadores, se decidié utilizar mas
bien la relacion de nimero de moles de unidades repetitivas del polimero (meros) por
moles del cation vanadilo o sulfato de vanadilo hidratado. Asi, Daniel Salman y
colaboradores sintetizaron el complejo vanadilo-poli(acrilamida-co-acido acrilico)
utilizando la relacién una mol de meros del polimero por una mol de catién vanadilo *,
mientras que Rongzhang Hu, preparé el complejo de Sakurai, pero con una relacion muy

distinta de 3 moles de meros del y-poli(acido glutamico) por una mol de catién vanadilo.>

En relacion al modo de coordinacion del policarboxilato al cation vanadilo, Sakurai y
colaboradores establecieron mediante un estudio espectroscépico ESR (Resonancia de
Spin Electronico) del complejo poli(acido glutamico), que este se unia al metal via los

atomos de oxigeno de dos grupos carboxilato, completando la coordinacion piramide
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cuadrada con dos moléculas de agua. ** *" Dada la similitud arriba mencionada entre
ambos vehiculos poliméricos, dicho estudio ayud6 también a definir la relacién de moles
de meros del polimero y moles de catién vanadilo a emplearse en la sintesis del complejo

vanadilo-a,3-poli(DL-acido aspartico) del presente trabajo.

Las relaciones de moles de meros del polimero por moles de cation vanadilo ensayadas
con éxito en el presente trabajo fueron 2:1 y 3: 1, lograndose con estas relaciones la
formacion del complejo; sin embargo, existen diferencias en el rendimiento y en el

contenido de vanadio.

Las sintesis de los complejos fueron llevadas a cabo agregando la solucién del cation
vanadilo a la solucién polimérica. Sin embargo, se comprobd que una adicion invertida

conduce al mismo resultado.

En el capitulo anterior, se indicé que para la relacion de 2 moles de meros del polimero
por mol de cation vanadilo se realizaron dos modalidades de ensayos, las cuales se
diferencian en la concentracion de las soluciones del polimero y del VOSO,.2,5H,0
usadas. Por otro lado, para la relacion de 3 moles de meros del polimero por mol de
cation vanadilo, se realizaron cuatro diferentes tipos de ensayos. Estos se diferencian en
la concentracion del VOSO,.2,5H,0 y polimero iniciales, en el pH de la solucién

polimérica y en un orden invertido de los reactantes.

El color del complejo formado empleando ambas relaciones 2 : 1 y 3 : 1 de moles de
meros del polimero por mol de catién vanadilo es celeste cuando se encuentra himedo y
lavado con agua helada y acetona helada, sin embargo, adquiere un tono celeste-gris

cuando se ha secado en un desecador bajo vacio y a temperatura ambiente (Figura 41).

Por otro lado, en la Tabla 12 se observan los rendimientos alcanzados de la sintesis del

complejo vanadilo-a,B3-poli(DL-acido aspartico).
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Tabla 12. Rendimiento de la sintesis del complejo vanadilo-a,B3-poli(DL-acido aspartico)

2 moles de meros del 3 moles de meros del
polimero por mol de catién polimero por mol de catién
Reaccién vanadilo vanadilo
% Rendimiento % Rendimiento

1 8,8a10,5 9,2a1ll5

2 8,8a10,5 49a5,3

3 - 9,7

4* = 92all,6

En primer lugar, en la Tabla 12 se puede observar que el rendimiento del complejo

obtenido con ambas proporciones 2 : 1y 3 : 1 de moles de meros / catién VO** es bajo.

Este hecho se relaciona principalmente a la formacion en gran proporcion durante la
etapa de sintesis de un precipitado azulino muy insoluble como subproducto. Luego de
separar este solido, lavarlo con agua helada y acetona helada y secarlo se obtiene un
producto azul oscuro vitreo, el cual se muele para analisis posteriores (Figura 41). Otro
factor que disminuye el rendimiento aunque en menor medida, se da durante la etapa de
lavado, ya que con el fin de eliminar completamente los iones sulfato absorbidos por el
complejo sdlido, resulta necesario lavar este exhaustivamente con agua helada, lo que

conlleva cierta pérdida del producto.

Ademas, se observa que, con una Unica excepcion, los porcentajes de rendimiento de las
reacciones realizadas son similares, siendo ligeramente mayores para la proporcion 3 : 1.
Los rendimientos idénticos de las reacciones 1 y 2 empleando una relacion 2 : 1,
muestran que manteniéndose dentro de un cierto rango de concentraciones iniciales del

polimero (1 — 2 %) y de cation vanadilo (37 — 73 mM) eventuales cambios no afectan los
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resultados. Por otro lado, un aumento del pH de la solucién polimérica de 4 a 6, disminuye

fuertemente el rendimiento como se observa en la reaccién 2 a una relaciéon 3 : 1.

a

Figura 41. Sintesis del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico) empleando la
relacion molar de meros del polimero y catiéon vanadilo 2 : 1 6 3: 1 (a) ; complejo sélido
hamedo lavado con agua y acetona helada (b) ; complejo secado bajo vacio a
temperatura ambiente (c) ; sélido azulino humedo lavado con agua y acetona helada (d) ;

sélido azulino secado bajo vacio y a temperatura ambiente (e)
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6.5.2 Caracterizacion

6.5.2.1 Espectroscopia infrarroja

En la Figura 42 se muestra un espectro IR representativo de los complejos sintetizados
empleando relaciones de moles de meros del polimero por mol de catiéon vanadilo 2 : 1y
3 : 1. Se incluyen con fines comparativos los espectros IR de la sal de sodio del a,B-
poli(DL-acido aspartico) y del complejo estructuralmente similar vanadilo-poli(y-acido

glutdmico) obtenido por Hu y colaboradores.>®

Asimismo, en la Tabla 13 se reportan las frecuencias de las bandas de absorcion mas
importantes para los tres espectros de la Figura 42.
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Figura 42. Comparacion de los espectros IR (KBr) del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido
aspartico) sintetizado empleando la relacion 2 moles de meros del polimero por mol de
cation vanadilo en la reaccion 1 (a), de la sal de sodio del a,B-poli(DL-4acido aspartico) (b) y

del complejo vanadilo-poli(y-acido glutdmico) obtenido por Hu y colaboradores 3 (c)
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del

espectro

IR de

la

sal de

sodio del

las reacciones 1 y 2 y del complejo vanadilo-poli(y-acido glutamico)*

a,B-poli(DL-acido
vanadilo-a,3-poli(DL-acido aspartico) sintetizados empleando la relacion 2 moles de meros de polimero por mol de cation vanadilo de

aspartico),

de

los

complejos

cm* vNH, vasCHz, vsCH, vCO, Superposicién de: | Superposicion de : vsCO, WO, 3CO,
Vibracién de | Vibracién de | vibracion de | Vibracion de Vib_raci(’?n de 8N-H, flexion N-H de | Vibracion de | Vibracion de | Flexion
estiramiento | estiramiento | estiramiento | estiramiento estiramiento la amida Il y estiramiento | estiramiento | C=0
N-H del asimétrico simétrico C=0 del as(l:ngzt)r_l():/ode(:el vCN, estiramiento %mgtr(;c? del V=0 fuera
i . C-H del grupo LOL : ; =0 de
grupo amida C-H del grupo CH, COOH, estiramiento C=0 C-N de la amida Ill. grupo COO del
grupo CH; residual. de la amida | plano
del
Muestra grupo
amida
sal de
sodio del
a,B- 3405,37 3076,5 2937,5 - 1595,73y 1671,4 1527,4 1397,43 - 533,04
poli(DL-
acido
aspartico)
Reaccién 1 3359,55 3102,1 2941,2 1721,6 1640,64 1565,9 1403,82 981,82 575,64
Reaccion 2 3352,09 3102,1 2946,4 1721,6 1642,91 1550,3 1403,57 983,21 576,37
vanadilo-y- 3295 - - 1726 1640 - 1404 980
poli(acido
glutamico)*
* Journal of Inorganic Biochemistry 2006, 100, 1535 - 1546.
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Una comparacion detallada de los espectros IR de los productos obtenidos, permitio
establecer que se trata en todos los casos del mismo producto, independientemente de la
relacion molar, concentraciones iniciales de los reactivos, orden de adicion y pH de la

solucion polimérica inicial utilizadas.

El analisis del espectro IR representativo de los IR de los complejos sintetizados a partir
de las relaciones molares 2 : 1y 3 : 1, que se reporta en la Tabla 13 (Figura 42, a),
sugiere que se ha obtenido el complejo objetivo de este trabajo de investigacion para
ambas relaciones molares de moles de meros de polimero por mol de cation vanadilo.
Ademas, los valores de las sefiales del espectro IR del complejo son muy similares a

aquellos del complejo estructuralmente similar vanadilo-poli(y-acido glutamico). *Y>3

En primer lugar, se observa en la zona de los grupos funcionales por encima de los 1000
cm™, una notable similitud con el espectro IR de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido
aspartico). Se observa una banda ancha centrada en 1640 cm™ que resulta de una
superposicion del estiramiento asimétrico del grupo carboxilato COO™ (vas COO") vy del
estiramiento C=0 de la amida |, presentes a 1595,73 y a 1671,4 cm™, respectivamente,
en la correspondiente sal. La vibracién de flexion N-H de la amida Il aparece en el IR
como un hombro en la banda ancha, a 1566 cm™, mientras que el pico agudo a 1404 cm™
se asigna a la vibracion de estiramiento simétrico del grupo COO" (v COO), ligeramente
desplazada respecto a la correspondiente en la sal. La presencia de las dos sefiales vgs
COO" y v;COO'y el considerable corrimiento en la frecuencia de la primera respecto a la
sal resultan fundamentales para probar la coordinacién de estos grupos con el cation
vanadilo, VO?. Asimismo, las frecuencias de estiramiento C=0 de la amida | y de flexion
N-H de la amida Il, se encuentran notablemente desplazadas en el complejo. Finalmente,
la aparicion de una nueva sefial aguda e intensa a 982 cm™, caracteristica de la vibracion
de estiramiento del catiébn vanadilo, demuestra la complejacion de este a los grupos

carboxilato de la cadena polimérica.

La presencia de una sefial poco intensa, que aparece como un hombro alrededor de 1722
cm™, concuerda con la vibracién de estiramiento del C=O en el grupo COOH del

a,B-poli(DL-acido aspartico) e indica una cierta proporcion residual de grupos carboxilicos
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no desprotonados en el complejo. Esto resulta légico teniendo en cuenta que la sintesis
del mismo se realiza a pH 3.

Por otro lado, en la Tabla 14 aparecen los valores de A[v,(COQ) - v¢(COQ")] para los
seis complejos obtenidos empleando las relaciones 2 : 1 y 3 : 1 moles de meros del
polimero por mol de cation vanadilo. El hecho que la diferencia A[(v,s COO - v COOT, en
todos los complejos, sean valores relativamente grandes o mayores a 200 cm™y cercanos
a 236 cm™ indica que el modo de coordinacion del carboxilato al ion vanadilo es
monodentado.®® 3" % Esto concuerda con la caracterizacion del complejo vanadilo-poli(y-
acido glutamico) realizada por el grupo de Sakurai, que determind por espectroscopias
infrarroja, ultravioleta visible y resonancia de spin electrénico que el cation VO se enlaza
al polimero de manera monodentada via dos grupos carboxilatos de la cadena lateral,

completandose la coordinacion piramide cuadrada con dos moléculas de agua. ¥ 3

Tabla 14. Valores de A[v,(COO) - v(COO’)] de los complejos vanadilo-a,B3-poli(DL-acido

aspartico)
Mol de meros del 2 moles de meros del . L,
p - . 3 moles de meros del polimero por mol de catién
polimero : mol de catién polimero por mol de )
. o, ) vanadilo
vanadilo cation vanadilo
N° de reaccién Reaccion 1 Reaccion 2 Reaccion 1 Reacci6n 2 Reacciéon 3 | Reaccioén 4
Vas(COO)) cm™ 1640,64 1642,91 1646,92 1643,65 1641,28 1642,94
vs(COO) cm™ 1403,82 1403,57 1399,98 1403,29 1398,81 1400,06
A[vas(cocg;jlvs(coo ] 236,82 239,34 246,94 240,36 242,47 242,88
106

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP T gz}\gﬁg&mo

DEL PERU

Por dltimo, el hecho de que el espectro IR de los complejos obtenidos sea casi idéntico al
del complejo vanadilo-poli(y-a4cido glutdmico) reportado por Hu y colaboradores (Figura
42, c), cuyo ligando polimérico solo se diferencia del a,B-poli(DL-acido aspartico) en un
CH, de la cadena principal, parece indicar que son similares la naturaleza y estructura

propuesta para el complejo vanadilo-a,3-poli(DL-4cido aspartico).
6.5.2.2 Contenido de vanadio en los complejos

Dada la similitud de los polimeros utilizados como ligandos resulta razonable asumir que
la estructura del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-&cido aspartico) sea similar a la propuesta

para el complejo vanadilo-poli(y-acido glutdmico) en estado solido.

Este modo de coordinacién implica que dos moles de unidades repetitivas (meros)
desprotonadas a lo largo de la cadena del a,B3-poli(DL-acido aspértico) (masa molar igual
a 228 g/mol), se enlazan con un mol de catién vanadilo VO** (masa molar 67 g/mol) y
este Ultimo completa su coordinacién con dos moles de moléculas de agua (36 g/mol).
Entonces, la masa molar de un mero del conjugado seria 331 g/mol y el contenido de
vanadio tedrico (masa molar del V = 51 g/mol) resulta igual a 15,41 %.

Es importante sefialar que este contenido corresponde a una situacién de saturacion

coordinativa del polimero con el cation vanadilo.

En caso de que la relacién molar de meros del polimero a VO* sea 3 : 1 el % teérico de

vanadio sera l6gicamente menor (11,46 %).

En la Tabla 15 se puede observar que el contenido de vanadio, determinado por ICP, en
el complejo sintetizado empleando 2 moles de meros del polimero por mol de catién
vanadilo de las reacciones 1y 2 (16,79 % y 16,55 %, respectivamente) se encuentra
ligeramente por encima del valor tedrico (15,41 %). La misma tendencia se aprecia para
las reacciones que corresponden a la relacion 3 : 1, aunque en este caso la desviacion
por exceso es mayor. Ademas, se observa, que de acuerdo a lo esperado el contenido de

vanadio para la relacion 3 : 1 es consistentemente menor que aquel de la 2 : 1.

Por otro lado, se observa que el mayor contenido de vanadio para la relacién molar 3 : 1
se da para la reaccion 2 (14,46 %), debido posiblemente a que el pH de la solucion

polimérica al ser igual a 6 implicaria que més numeros de grupos carboxilicos se
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encuentren desprotonados y por lo tanto tienen mayor capacidad de enlace con el cation
vanadilo al momento de interaccionar ambas soluciones, la del polimero y la del catién

vanadilo.

Tabla 15. Contenido de vanadio, determinado por ICP, en los complejos vanadilo-a,[3-

poli(DL-4cido aspartico).

2 moles de meros
del polimero por mol
de catién vanadilo

3 moles de meros del polimero por mol de
cation vanadilo

Reaccién | Reacciéon | Reaccién | Reaccidon | Reaccion | Reaccion
1 2 1 2 3 4
) 12,65

0 1

% Vanadio 16,79 16,55 14,46 12,45 13,90
experimental _1371

%Vanadio 15,41 11,46

Teorico

Nota : El porcentaje de error de los datos experimentales es de 0,01 %.

En relacion a la observacion antes mencionada de que los valores experimentales
tienden, en general, a ser mayores que los calculados tedricamente para las relaciones
molares empleadas, esto se podria justificar en parte debido a cierto margen de error en
la exactitud del método. Esto serd comentado mas adelante mediante una comparacion
de resultados que pueden diferir hasta un margen de 3 % dependiendo del método
utilizado para la medicion. Ademas, se debe considerar que algo de VOSO, puede quedar

absorbido entre las cadenas poliméricas.
6.5.2.3 Ultravioleta-visible

Se realiz6 el analisis UV-visible a la solucion de VOSO0,.2,5H,0, de la solucién polimérica
y del complejo empleando la relacién 2 : 1y 3 : 1 de moles de meros del polimero por mol

de catién vanadilo.
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En la Figura 43 se muestran los espectros UV-visible de las soluciones de VOSO, y del
complejo sintetizado empleando una relacién molar 3 : 1 de moles de meros del polimero
al catién vanadilo. En el Anexo 10.4 se incluye aquél del complejo que corresponde a una
relacion 2 : 1y el del polimero; este Ultimo no presenta absorciones en el visible.
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_uscand 306.sp Sulfato de Wanadio

Figura 43. Comparacion de los espectros UV-visible en solucién acuosa del complejo
vanadilo-a,3-poli(DL-acido aspéartico) correspondiente a una relacion molar 3 : 1 de meros
del polimero por mol de vanadilo, 9,5 mg/mL (pH = 3) (a) y de VOS0,.2,5H,0 0,049 M

(pH = 3) (0).
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En la Tabla 16 se presentan las posiciones de los maximos de absorciéon en el visible del

VOSO, y de los complejos sintetizados a ambas relaciones molares; incluidos a modo de

comparacion los valores reportados en la literatura para el VOSO, y el complejo vanadilo-

poli(y-acido glutamico), muy similar al del presente trabajo.

Tabla 16. Maxima absorcion en el

visible del

VOSO, y de

los complejos

vanadilo-a,3-poli(DL-acido aspartico) y vanadilo-poli(y-acido glutamico)* (medidos en H,O

yapH=3)
vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico) vanadilo-poli(y-a&cido
glutamico)*
2moles de | 3moles de 1mol de
meros del meros del VO por
VOSO, polimero polimero VOSO,
0,8 moles
por mol de por mol de )
Vo2 VO de polimero

Az (NM) 766 (m) 778 (m) 774 (m) 765 (M) 780 (m)
Az (nm) 632 (h) 615 (h) 601 (h) 620 (h) 600 (h)

*Journal of Inorganic Biochemistry, 2006, 100, 1535 — 1546.

m : maximo ; h : hombro.

El espectro de absorcién electrénica de los complejos de vanadilo es normalmente

interpretado en términos del esquema de nivel de energia, Figura 44, derivado de un

estudio orbital molecular para una estructura octaédrica distorsiona con simetria C,, **

110

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP T W% gz%sﬁggmo

DEL PERU

Figura 44. Desdoblamiento de los niveles de energia del ion VO?* en un campo cristalino

de geometria octaédrica distorsionada. ****

En los complejos de vanadilo existen usualmente tres transiciones electrénicas las cuales
son dyy, —> (dy, dy;), dyy = dw-y, Yy dyy —> d,. Por lo tanto, en el espectro UV-
visible de la solucién acuosa de VOS0,.2,5H,0, la cual existe como [VO(HZO)S]Z", Figura
43, la maxima absorcion (766 nm) le corresponde a la transicion d,, — (dy, dy;) Yy la
banda de absorcion a 632 nm (hombro) le corresponde a la transicion d,, — dy - 2.
Ademas, la transicion electronica d,, — d,,, puede estar enmascarada por una
transicion que ocurre intraligando y/o a la transferencia de carga del ligando al metal
(LMCT). % Por otro lado, se puede comentar que el enlace del ion VO se da en el orbital
d,y, mientras que, los enlaces del metal con las moléculas de agua se dan con los
orbitales dy,, dy,, dx_y2 Y d;2. Sin embargo, existe un enlace débil entre el orbital d,; y

una quinta molécula de agua.

En el caso del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-4cido aspartico), en solucion acuosa,
también se espera que la geometria del complejo sea solo octaédrica. Sin embargo, al
reemplazar dos atomos de oxigeno de la molécula de agua por dos atomos de oxigeno
del grupo carboxilato de la cadena polimérica a,B-poli(DL-acido aspartico) ocurre una
interaccion fuerte de estos grupos al metal y una debilitacion de la unién de la molécula de
agua en la posicién axial, es decir, se incrementa la distorsion octaédrica, consiguiéndose
de esta manera un equilibrio de la geometria piramidal cuadrada con la geometria

trans-octaédrica, desplazandose el equilibrio hacia esta ultima (Figura 45).

111

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP T W% gz}\gﬁg?m

DEL PERU

OH, — C—=0 2
\o / \ 0 /
0 1
v v
—_—
/ \
 c—0 OH, —C—0 OH.,
| i
OH,
Piramide cuadrada Trans - Octaédrica

Figura 45. Equilibrio de las geometrias piramidal cuadrada y trans-octaédrica existente en

la solucion del complejo (solucién amarilla)

Un comportamiento similar, en solucion acuosa, ocurre en los complejos de vanadio (1V)
con los siguientes ligandos : 6-metil acido picolinico; 6-metil-2,3-piridina &cido

dicarboxilico; &cido quinaldico y el acido kinurénico.'®*

La comprobacion experimental de esto se puede observar en la Tabla 16 donde se
observa que ambos complejos vanadilo-a,3-poli(DL-acido aspartico) presentan
desplazamientos hacia mayores longitudes de onda, es decir, hacia el rojo de la banda de
absorcion mas intensa en el espectro UV-Visible (774 — 778 nm) y hacia el azul de la que
aparece como un hombro de la misma (601 — 615 nm). Los desplazamientos hacia el rojo
y al azul indican una interaccion mas fuerte entre los grupos carboxilato del ligando y el
metal y la separacion de la molécula de agua en la posicién axial. Es decir, son debidos a

un aumento de la distorsién octaédrica.

Similares desplazamientos de las bandas de absorcion del cation VO®* por complejacion
han sido reportados para los complejos vanadilo-poli(y-acido glutamico), vanadilo-
ciprofloxacina y vanadilo-acido quinico. 3 3" 19% 1% En ¢| caso particular del primero, este
presenta un corrimiento hacia el rojo de 15 nm y hacia el azul de 20nm de su maximo de

absorcién y del hombro respectivamente.
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Estos valores son muy cercanos a los encontrados para el complejo vanadilo-a,-poli(DL-
acido aspértico) preparado usando una relacion molar 2 : 1 (12 nm y 17 nm hacia el rojo y

azul, respectivamente).
6.5.2.4 Resonancia magnética nuclear

En primer lugar, es necesario tener en cuenta que esta técnica de caracterizacion es solo
de utilidad limitada en el caso de compuestos que incluyen algin grupo paramagnético,
como es el caso del catiébn VO?' que contiene V(IV) de configuracién d*, porque su
presencia causa un pronunciado ensanchamiento y distorsién de los picos. Sin embargo,
puede ayudar a determinar la presencia y eventual desplazamiento de picos
caracteristicos del ligando polimérico que demostrarian su complejacion al metal, lo que

nos llevo a medir los espectros *H-RMN y **C-RMN del complejo.

En la Figura 46 se puede observar el espectro ‘H-RMN del complejo sintetizado
empleando la relacion 2 moles de meros del polimero por mol de catiéon vanadilo. Se
puede observar que los protones metileno se han desplazado a campo bajo respecto a la
sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspéartico) (2,42 - 2,64 a 2,73 - 2,75 ppm). Los protones

metino no se observan sugiriendo que se encuentran sobrelapados con la sefal del D,O.

Por otro lado, en la Figura 47, se muestra el espectro **C-RMN del complejo vanadilo-a,B-
poli(DL-4cido aspértico) de la relacion 3 moles de meros del polimero por mol de cation
vanadilo. Se observa que el desplazamiento de los picos es a campo alto respecto a la sal
de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico). Asi, el carbono metileno aparece a 34,56 -
36,61 ppm en el complejo mientras que en la sal de sodio lo hace a 37,58 - 39,06 ppm.
Ademas, el carbono metino resuena a 49,76 ppm en el complejo respecto al 51,60 -
52,04 ppm de la sal de sodio. Por otro lado, el carbono del grupo amida aparece en
171,75 - 174,15 ppm en el complejo y en la respectiva sal a 171,92 - 173,36 ppm vy el
carbono del grupo acido carboxilico aparece a 176,56 ppm en el complejo y en la sal de
sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) a 177,5 - 178,06 ppm.
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Figura 46. Comparacion de los espectros *H-RMN en D,0 de la sal de sodio del
a,B-poli(DL-acido aspartico) (a) y del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico)
sintetizado empleando la relacién 2 moles de meros del polimero por mol de catién

vanadilo (b)
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Figura 47. Comparacion de los espectros **C-RMN en D,O de la sal de sodio
del a,B3-poli(DL-acido aspartico) (a) y del complejo vanadilo-a,-poli(DL-acido aspartico)
sintetizado empleando 3 moles de meros del polimero por mol de catién vanadilo (b)
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6.5.3 Solubilidad y cambio de color del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido

aspartico) en solucion

La solubilidad del complejo polimérico vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico) se limita al
agua. En el resto de solventes polares ensayados (N,N-dimetilformamida, acetona, dimetil
sulféxido, acetonitrilo, metanol, etanol, etilenglicol, acetato de etilo, acido acético,
anhidrido acético) y en las de baja o nula polaridad (cloroformo, tolueno, diclorometano,
dioxano, hexano, éter etilico, éter de petroleo, tetrahidrofurano) fue totalmente insoluble,

incluso empleando agitacion vigorosa y aumentando la temperatura.

La solubilizacion completa del complejo en agua se desarrollé a una velocidad muy lenta;
asi, para 2 mg de complejo en 100 uL de agua tard6 un dia. Se podria mejorar este
aspecto del complejo producto usando como ligando polimérico un copolimero de

|40

poli(acido aspartico) y etilenglicol ™, por ejemplo.

La disolucion del complejo sélido, de color gris-celeste, en agua produjo una solucion
amarilla muy intensa. En un primer momento, este cambio de color fue relacionado a una
oxidacién del ion vanadilo VO?*(azul celeste) al ion VO," (amarillo en solucién diluida), es
decir, de vanadio (IV) a vanadio (V). Sin embargo, el UV-Visible de esta solucion amarilla
corresponde al del ion vanadilo enlazado a los grupos carboxilatos de la cadena
polimérica del a,B-poli(DL-acido aspartico). De existir iones VO,’, una banda a

aproximadamente 400 nm indicaria su presencia.'®

Por lo tanto, el hecho de que el complejo en solucion posea un color amarillo es debido a
una banda de transferencia de carga, Ligando —> Metal (LMCT), de alta energia que
aparece en la regién UV, cuya “cola” invade la zona al visible tal como se observa en la

Figura 43.

Ademas, por liofilizacién de esta solucién amarilla, se obtiene un sélido amarillo, el cual
fue analizado por espectroscopia infrarroja. En el espectro IR del sélido amarillo (Figura
48, a) se puede observar claramente que esta presente un pico intenso a 974 cm™
correspondiente a la vibracion de estiramiento del ion vanadilo VO**, vanadio (IV), y no se
+ 106

observa un pico aproximadamente a 900 — 920 cm™ sefial caracteristica del ion VO,

Ademas, la posicion de la sefial del VO?* se halla desplazada con respecto a aquella del
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complejo producto gris-celeste (982 cm™) y coincide con aquella del VO** en el VO,
hidratado.

Por otro lado, en la zona por encima de los 1000 cm™, el espectro IR del sélido amarillo
muestra una gran similitud con el del a,B-poli(DL-&cido aspartico), observandose todas las
sefales caracteristicas de los grupos funcionales amida y COOH.

Esta similitud con el espectro IR del polidcido, unida al notable desplazamiento de la sefal
del VO*, nos lleva a sugerir que la liofilizacién de la solucién acuosa del complejo
producto ha causado una descomposicion del mismo. La pérdida de moléculas de H,O
coordinadas pudo originar una desestabilizacion del complejo, lo que a su vez condujo a
la formacion del 6xido VO, hidratado con la consiguiente protonacion del ligando
policarboxilato.
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Figura 48. Comparacion de los espectros IR (KBr) del del sélido amarillo (producto

liofilizado de la solucién amarilla) (a) y del a,B-poli(DL-acido aspartico) (b)

Por lo tanto, por UV-visible y espectroscopia infrarroja queda determinado que no se ha
producido una oxidacién del ion vanadilo (VO?) al ion VO, cuando el complejo se

disuelve en agua.

6.6 Soélido azulino

Este producto fue separado durante la sintesis del complejo llevada a cabo empleando las
relaciones molares 2 y 3 moles de meros del polimero por mol de cation vanadilo. En
todos los casos se observd la formacion de este solido de color azul intenso, el cual
precipita rapidamente desde el momento en que las soluciones del catién y del polimero

entran en contacto.

Del producto total (s6lido azulino mas complejo) obtenido en cada sintesis, el porcentaje
de este sélido supera por un amplio margen al del complejo, como se observa en la Tabla
17. Se encuentra en el rango 71 — 90 % para la relacién 2 : 1 de moles de meros del
polimero a moles de VO*" y 88 — 93 % en caso de la 3 : 1. De aqui que resulta de interés

elucidar su origen e identidad quimica.
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Tabla 17. Porcentaje de sdlido azulino formado durante la sintesis del complejo

2 moles de meros del polimero por mol 3 moles de meros del polimero por mol
de catién vanadilo de catién vanadilo
Reaccion
Peso del | Peso del | Peso Peso del Peso del | Peso
complejo sélido Total % complejo soélido Total %
pie) \ selido pie) \ selido
azulino . azulino .
azulino azulino
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
1 22,2 59,1 81,3 72,7 19,7 168,1 187,8 89,5
2 99,3 237,1 336,4 70,5 188 163 181.8 89,7
3 20,1 179,7 199,8 89,9 38,1 461,4 499,5 92,4
4 i i i i 17,6 132,8 150,4 88,3
5 . i i i 10,5 149,4 159,9 93,4
6 J g . R 11,5 133,6 1451 92,1

Este solido resultdé insoluble en la gran variedad de solventes de diferente polaridad
ensayados, incluso empleando agitacién vigorosa y aumentando la temperatura. Se
solubiliza en agua como el complejo, pero a diferencia de este requiere de un tiempo
mucho més prolongado. Por ejemplo, 2 mg del sélido azulino en 100 yL de agua demora
una semana para disolverse mientras que el complejo lo hace en un dia para la misma
concentracion. La solucién acuosa de este sélido azulino también tiene un color amarillo

intenso.

Por otro lado, se observa que los espectros IR del producto azulino obtenido de las
relaciones 2 y 3 moles de meros del polimero por mol de catién vanadilo son similares
entre si y a la vez muestran en la zona por encima de 1000 cm™ una notable similitud con

el espectro del a,3-poli(DL-acido aspéartico) (Anexo 10.5.1)
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Sin embargo, el hecho de que dichos espectros presenten la tipica banda del cation
vanadilo a practicamente la misma frecuencia que en el complejo (982 — 983 cm™) y
ademas muestren un significativo desplazamiento de la banda correspondiente al vC=0
de la amida | en el poliacido (1662 cm™) hacia menores frecuencias, (1649 — 1654 cm™)
muy cerca a la posicién de la correspondiente sefial en el complejo (1642 cm™), nos

permiten proponer una hipotesis sobre la naturaleza quimica del sélido azul.

Aparentemente, el sélido azul contiene una mayor proporcion de grupos carboxilicos
protonados que el complejo, lo que concuerda con su menor capacidad coordinante y
menor contenido de vanadio que el sélido gris-celeste caracterizado como el complejo. En
la Tabla 18, se puede observar el porcentaje de vanadio presente en este producto para
cada una de las reacciones realizadas, empleando 2 y 3 moles de meros del polimero por
mol de catién vanadilo, determinado por ICP, analisis de activacién neutrénica y por
fluorescencia de rayos X. El mayor grado de protonacién explicaria también la menor

solubilidad respecto al complejo, lo que causaria a su vez su rapida precipitacion.

Por otro lado, se descarta la posibilidad de que el VO?* no se encuentre complejado sino
simplemente absorbido por el a,B-poli(DL-acido aspartico) porque si asi fuera el espectro
IR tendria que mostrar las sefales caracteristicas y muy intensas del anién sulfato
(Anexo 10.5.2), cuya presencia seria requerida para la electroneutralidad. Ademas, se ha
cuantificado azufre en el sélido azulino por fluorescencia de rayos X y se puede observar
gue el porcentaje de azufre determinado en el sélido azulino es minimo y no representa
de ninguna manera la cantidad de azufre que deberia estar presente si el VOS0,4.2,5H,0

estuviera simplemente absorbido y no complejado (Tabla 18).

Asimismo, se determiné el porcentaje de cloro por analisis de activacion neutrénica para
descartar que hubiera precipitado VOCI, con el polimero durante la sintesis del complejo.
Por comparacién del valor experimental con el calculado se descartd6 también esta
posibilidad (Tabla 18).

Ademas, se puede observar que los %V en el sélido azulino de una misma muestra,

difieren por un margen apreciable al ser analizados por las tres técnicas empleadas.
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Tabla 18. Porcentaje de vanadio, azufre y cloro en el solido azulino determinado por

andlisis de activacion neutrénica, fluorescencia de rayos X e ICP

Reaccion 2 moles de meros del polimero 3 moles de meros del polimero por mol de catién vanadilo
por mol de catién vanadilo
Técnica Activacion Fluorescencia Activacion Fluorescencia de 1cP
Neutrénica de rayos X Neutrénica rayos X
Elemento Muestra Muestra Muestra | Muestra | Muestra | Muestra Muestra 1 Muestra 2
1 1 1 2 1 2
% V 7,87+0,4 7,6+0,2 86+04 | 79+£0,4 | 106£0,3 | 9,1+£0,2 | 9,19+0,01 | 9,28+0,01
%S exp. 0,521 £ 0,0224 0,088 £ 0,055 £
0,0038 0,0024
calc. 4,77 6,65 571
%Cl exp. 0,029 + 0,007 0,052 + 0,057 +
= 0,007 0,007 > - - -
calc. 10,96 11,42 10,99

Nota: Muestra 1y Muestra 2 indica que son muestras diferentes de sélido azulino.

Por dltimo, en el espectro UV-visible del sélido azulino (Anexo 10.5.3) se observa un
maximo de absorbancia a 769 nm con un hombro a aproximadamente 600 cm™. Esto
indicaria un corrimiento en el sentido correcto (hacia el rojo), pero de poca magnitud de la
banda mas intensa con respecto al observado para el complejo (774 — 778 nm). El
hombro aparece en una posicién similar a lo observado para el complejo sintetizado

usando una relacién 3 : 1y desplazado al azul como en dicho complejo.
Por lo tanto, de acuerdo a los resultados cualitativos (IR y UV-Visible) y cuantitativos

(analisis de activacion neutrénica, fluorescencia de rayos X e ICP) se puede concluir que,

a diferencia de los complejos producto de las reacciones 2:1y 3:1 enlos que el ligando
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polimérico presenta todos o la mayor parte de sus posiciones de coordinacion ocupados
por el cati6n vanadilo, la complejaciéon al VO** en los correspondientes sélidos azulinos
ocurre de forma bastante limitada. Esto se atribuye a la alta proporcién de grupos COOH

presentes, incapaces de una coordinacion efectiva al cation metalico.

En cuanto al origen de este sdlido azulino, que por su menor solubilidad en H,O se
convierte en un producto indeseado, se propone la siguiente explicacién. Aparentemente,
al adicionar el VO** a la solucion del ligando polimérico que se encuentra sustancialmente
protonado (pH = 4 — 2,5), se forma rapidamente el complejo de contenido limitado de
vanadio (sélido azulino), el cual es poco soluble y precipita. EI complejo remanente en
solucion, presente a una concentracion baja (la permitida por el Kps del sélido azulino)
sigue reaccionando con el VO?* (disponible en concentraciones altas respecto al ligando).
Como se mantiene en solucién, conforme lo hace se va desprotonando y coordinando

mas VO? (efecto quelato). Esto explicaria la saturacién coordinativa observada.

Ademaés, se debe considerar una segunda hipoétesis, el cual consiste en que al agregar
vanadilo (VO?") a la solucion del ligando polimérico que se encuentra a pH = 4 — 2,5, este
ion podria actuar de puente entre algunas de las cadenas poliméricas (entrecruzamiento)
conduciendo de esta manera a su precipitacion. Por lo tanto, el producto formado posee
una baja solubilidad.

6.7 Ensayos de sintesis del complejo variando las condiciones de reacciéon

6.7.1 Sintesis del complejo vanadilo - a,B-poli(DL-acido aspéartico) a diferentes pH

finales

En la Tabla 3 se pueden observar las condiciones de sintesis de las reacciones

realizadas a diferentes pH finales.

En este contexto, resulta pertinente indicar que las reacciones llevadas a cabo a menor
pH (2,5 y 2), tuvieron como Unico objetivo comprobar la hipétesis propuesta anteriormente

sobre la naturaleza del sélido azulino.

La reaccion a pH = 2,5 no requiri6 de ajuste de pH alguno ya que este se alcanza
simplemente por mezcla de los reactivos. El comportamiento fue similar al de la sintesis

de los complejos, es decir, formacion del sélido azulino y aislamiento de un polvo celeste-
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gris por precipitacion con acetona. En el ensayo a pH = 2, en cambio, el solido azulino
formado inicialmente (pH = 2,5) se disolvi6 al ajustar el pH a 2 con simultdnea apariciéon
de una turbidez de color blanco. Durante la precipitacion con acetona se observaron dos

productos, un polvo muy fino blanco que atraveso el filtro y un sélido azul.

Los solidos gris-celeste y azul obtenidos de las reacciones a pH 2,5 y 2, respectivamente,
fueron analizados por espectroscopia IR (Anexo 10.6.1), observdndose espectros
practicamente idénticos entre si y muy similares al del sélido azulino caracterizado
anteriormente. Sin embargo, la similitud al IR del poli(acido aspéartico) libre es mas
pronunciada en ambos casos y aparecen ademas picos caracteristicos del anién SO,* en
la regién de 1150-1000 cm™ de intensidad comparable al del vanadilo. Por otro lado, el
espectro UV-Visible del producto correspondiente al pH = 2 es muy similar al del VOSO,.

Se concluye de estos resultados que, la disminucion del pH y consiguiente extensiva
protonacion del ligando polimérico no permitié6 o redujo al minimo la complejacion del
cation vanadilo. La situacion fue extrema en el caso de la sintesis a pH = 2, donde el
complejo con bajo contenido de vanadio (sélido azulino) se disocié totalmente a dicho pH
liberando al VO®, que habria coprecipitado como VOSO, junto con el poli(acido
aspartico).

Lo anterior resultaria consistente con la propuesta de que el sélido azulino seria un

complejo con bajo contenido de vanadio coordinado.

En relacion a los ensayos de sintesis del complejo realizados a pH > 4, la idea fue lograr
un mayor grado de desprotonaciéon de los grupos carboxilicos del ligando polimérico que
pudiera eventualmente conducir a una disminucién de la cantidad de sélido azulino

precipitado y, por consiguiente, a un aumento en el rendimiento del complejo.

Por otro lado, al trabajar en este rango de pH se debe tener en cuenta la posible aparicion
de una reaccion competitiva de hidrélisis del cation vanadilo, usual a pH > 4,5, que
conduce a especies poliméricas de V(IV) en solucion y eventual precipitacion del 6xido
hidratado VO,.nH,O. Este hecho afectaria negativamente el rendimiento del complejo

deseado.
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En el Anexo 10.6.2 se resumen las observaciones experimentales y los resultados de las
sintesis a diferentes pH finales (incluidos los anteriormente discutidos a pH 2 y 2,5). Los
colores de las soluciones corresponden a aquellos observados después de llegar al pH
final respectivo, ya sea por mezcla directa de reactivos (reacciones 2 y 5) o por ajuste
posterior con NaOH 2 M (reacciones 3 y 6) o con HCI 35 % (reacciones 1y 4). El color y
el peso de los productos formados corresponden a los sélidos aislados de las respectivas

soluciones por precipitacién con acetona.

Se observa que, en el rango de pH final > 4, con la Unica excepcién de la reaccion 3, no
se forma del todo el sdélido azulino (Anexo 10.6.3). Esta diferencia se debe a que en la
reacciéon 3, el pH inicial de la mezcla fue de 2,5 (igual al de las sintesis previas a
pHsna = 3), mientras que, en las demas reacciones (4, 5y 6) el pH en todo momento se
mantuvo por encima de 4. Esto Ultimo conduce a un considerable grado de
desprotonacion del poliacido que desfavorece la formaciéon y precipitacién del sélido
azulino. Asimismo, el bajo rendimiento de la reaccién 3 respecto a las demas (en
particular a la 4 que coincide en el pH final) se atribuye a la precipitacion de dicho sélido

en la etapa inicial de mezcla de reactivos.

Los espectros IR de los productos obtenidos en las dos reacciones a pH final 4 son muy
similares entre si y a los del correspondiente complejo sintetizado con la misma relacion
molar 3 : 1 pero a pH final 3. Sin embargo, como se aprecia en el Anexo 10.6.4 existe una
diferencia saltante en la regién de 1250 a 1000 cm™, donde aparece ahora una nueva e
intensa banda de absorcion caracteristica del aniéon SO,* con dos maximos muy juntos a
1117-1118 y 1147-1151 cm™. Esta banda es mucho mas intensa en el producto de la
reaccion 4 (que difiere de la 3 en el pH de la solucién del polimero usada y el pH inicial de
la mezcla de reactivos). Asimismo, se observa un notable desdoblamiento de la banda de
absorcion del catién vanadilo, que presenta ahora dos maximos, el usual a 980 - 982 cm™,
asignable al VO?* coordinado en el correspondiente complejo policarboxilato, y uno nuevo
a 994 — 995 cm™ que corresponde al VO** en la sal VOSO, hidratada.

El espectro UV-visible del producto de la reaccion 3 muestra el esperado desplazamiento
del maximo de absorcién hacia el rojo (y del hombro hacia el azul) pero de poca magnitud
con respecto al correspondiente complejo sintetizado a la misma relacion 3 : 1, pero a
pH = 3.

124

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP T gz}\gﬁg&mo

DEL PERU

De estos resultados, se concluye que en ambas reacciones a pH final 4 se ha obtenido el
complejo deseado pero probablemente con menor contenido de vanadio y contaminado
con una significativa proporcion de VOSO,, el cual coprecipitd al afadir la acetona.
Aparentemente, el VOSO, se encuentra atrapado dentro del polimero, pues no puede ser
eliminado durante la operacion de lavado.

En los casos de las reacciones 5 y 6, que corresponden a un pH final de 45y 5
respectivamente, se observa la formacion de una solucion verdosa y la precipitacion de un

sélido fino verde.

Sin embargo, a pesar de este comportamiento similar, los respectivos espectros IR
difieren entre si en algunos aspectos significativos. El primero muestra similitud con los
espectros IR de los productos obtenidos a pH final 4; sin embargo, la banda del SO,*
aparece bastante menos pronunciada y no se aprecia desdoblamiento en la
correspondiente del VO?*, que esta ligeramente desplazada a menores frecuencias
(978 cm™) respecto a la posicion usual en los complejos sintetizados. Aparentemente, la
coprecipitacion de VOSO, en este caso ha sido sustancialmente menor.

En cambio, para el producto de la sexta reaccion (pHsna = 5), las bandas asignadas al
vCO amida | y vNH amida Il aparecen en posiciones muy cercanas a las del poli(acido

aspartico) y su correspondiente sal y no a las observadas para los complejos sintetizados.

Ademas, la banda del SO,* es muy intensa (comparable a aquella para la reaccién 4) y la
del cation VO? est4d desdoblada con maximos a 995 y 977 cm™; esto indica
coprecipitacion del VOSO,. Se podria especular que hasta pH 4,5 se observa formacion
del complejo deseado, mientras que a pH 5 ya no se forma o en minima cantidad.
Ademaés, el desplazamiento de la banda del VO** hacia menores frecuencias (977 cm™)
cercanas a la del VO,.nH,0, podria indicar cierto grado significativo de hidrélisis del cation
vanadilo a partir de pH 4,5, de acuerdo a lo anteriormente discutido. Esto conduciria a una
precipitacion del VO,.nH,O junto al VOSO,.

Finalmente, se podria concluir que si bien en las reacciones realizadas a pH > 4 (con
excepcion de la 3) se obtiene una cantidad mucho mayor de producto sélido que en
aquella a pH = 3 (maximo 25 mg), el problema es que se forma impuro o no se forma del

todo. Por tanto, no resulta pertinente un calculo del rendimiento para estas reacciones.
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6.7.2 Sintesis del complejo a menores concentraciones de la solucién poliméricay

del cation vanadilo

En la Tabla 4 se pueden observar las condiciones de sintesis de las reacciones 1, 2y 3
llevadas a cabo a menores concentraciones de la solucion polimérica y del cation
vanadilo. Por otro lado, en el Anexo 10.7.1 se muestran los resultados obtenidos, de las
tres reacciones, concernientes a peso y color del producto, espectroscopia infrarroja y

formacién del sélido azulino.

Los espectros IR de los tres productos son muy similares entre si (Anexo 10.7.2) y al del
correspondiente complejo sintetizado a mayor concentracién final del polimero y del catién
vanadilo (1 % y 24,4 mM, respectivamente) usando una relacion molar 3 : 1. La Unica
diferencia significativa con este ultimo radica en la presencia de tres picos caracteristicos
del anion sulfato en la zona de 1200 — 1000 cm™ ausentes en el complejo. Estos son de
baja intensidad para los productos de las reacciones 1y 2 y de moderada intensidad para

la reaccion 3 realizada a mayor dilucién.

Estos resultados indican que en las tres sintesis a mayor dilucién se obtuvo el complejo
deseado aunque ligeramente contaminado con VOSO,. Por esta razén y dada la mayor
pureza de los productos de las reacciones 1y 2, se decidi6 determinar el porcentaje de
rendimiento y el contenido de vanadio de estos dos productos por medio de la técnica de
espectroscopia de emision de plasma acoplado inductivamente (ICP). En la Tabla 19 se
puede observar los resultados obtenidos del porcentaje de rendimiento y del contenido de

vanadio.

Tabla 19. Porcentaje de rendimiento y contenido de vanadio de dos de los productos

sintetizados a menores concentraciones finales de los reactantes

Peso %V exp. %V cal.
Reaccién %Rendimiento
(mg) (ICP) Tebrico
1 18,1 8,3 12,28 11,46
2 45,5 21,02 9,84 11,46
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Se observa que el contenido de vanadio del producto de la reaccion 1 se halla
practicamente dentro del rango encontrado para los complejos de referencia sintetizados
empleando la relacion molar 3 : 1 (12,45 — 14,46 %). Esto es consistente con la propuesta
basada en su espectro IR de que se trata basicamente del mismo complejo. Sin embargo,
el rendimiento (8,3 %) se encuentra ligeramente por debajo del rango obtenido
(8,8 — 11,5 %) reaccion de referencia llevada a cabo al doble de concentracién de los
reactantes, por lo que no cumple con el objetivo principal de lograr un incremento en el

rendimiento.

Por otro lado, el porcentaje de rendimiento de la segunda reaccién (21,02 %) si resultd
parcialmente exitoso pues es mayor al encontrado en la sintesis usual del complejo. Sin
embargo, el contenido de vanadio es mucho menor (9,84 %) al encontrado en los
complejos sintetizados empleando la relaciéon 3 : 1 moles de meros de polimero por mol
de cation vanadilo (12,45 — 14,46 %). Debemos recordar, sin embargo, que en dichos
complejos se presentaba una desviacion por exceso en el contenido de vanadio respecto

al esperado para la relacién molar 3 : 1.

Ademaés, se determind el contenido de vanadio en el solido azulino obtenido en la
reaccion 2 el cual fue de 9,12 % lo cual indica que se encuentra dentro del rango del
contenido de vanadio de los solidos azulinos obtenidos anteriormente en los complejos
sintetizados empleando de 2 y 3 moles de meros del polimero por mol de cation vanadilo
(7,6 — 10,6 %).

Los productos de las reacciones 1, 2 y 3 difieren del complejo de referencia en el color;
estos productos consisten de un polvo fino gris-verdoso mientras que el complejo es gris-
celeste. Ademas, estos productos se descomponen rapidamente; se observé que
después de dos dias cambian de color de gris-verdoso a amarillo mientras que el

complejo gris-celeste permanece estable por varios meses.

En cuanto a la solubilidad, son solubles en agua como el complejo de referencia dando

también una solucién amarilla e insolubles en todos los demas solventes ensayados.
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6.7.3 Sintesis del complejo a una temperatura de 65 °C

En la Tabla 5 se pueden observar las condiciones de sintesis de las dos reacciones 1y 2
realizadas a 65 °C y los resultados (peso y color del producto y formacion del sélido

azulino) se resumen en el Anexo 10.8.1.

En ambas reacciones se observd, durante la etapa del calentamiento que la solucién se
tornaba de un color azul intenso con precipitacién de mayor cantidad del solido azulino
que en las reacciones llevadas a cabo a idénticas condiciones pero a temperatura
ambiente. Al término del tiempo establecido, y luego de separar el sélido azulino insoluble
por precipitacion, se procedié a la precipitacion usual del producto soluble con acetona.
Durante la filtracién, precipitacion con acetona y secado se observé el mismo
comportamiento que en la reaccion a temperatura ambiente. Se obtuvo en ambos casos

un polvo fino gris-celeste.

Sin embargo, los pesos de los productos obtenidos a 65 °C como se observa en el Anexo
10.8.1, resultaron considerablemente menores que aquellos a temperatura ambiente
(20 — 24 mg). Esta disminucion del rendimiento es consistente con la mayor cantidad de

sélido azulino formado.

En cuanto a la naturaleza de los productos los espectros IR de ambos productos
(Anexo 10.8.2) son muy similares a aquellos de los productos obtenidos y anteriormente
discutidos (6.7.1) para las reacciones a pH final 4 y temperatura ambiente con una
relacion 3 : 1 (reacciones 3 y 4 — Tabla 3 y Anexo 10.6.4). Como en dicho caso, se
trataria entonces del complejo vanadilo deseado pero contaminado con una significativa
proporcion de VOSO, sin reaccionar y absorbido al interior de la estructura polimérica del
complejo. Cabe comentar finalmente la diferencia de color entre estos productos y
aquellos obtenidos a pH final 4.

6.7.4 Sintesis del complejo a diferentes relaciones molares de moles de meros del

polimero y moles de catidon vanadilo (VO?")

En la Tabla 6 se pueden observar las condiciones de sintesis de las reacciones 1 a la 9

llevadas a cabo a diferentes relaciones molares del polimero y del cation vanadilo.
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Moles de meros del polimero : moles de catién vanadilo 1: 1

En esta sintesis ocurrié la usual precipitacion inicial del sélido azulino. Ademas, se
observé durante la precipitacién del producto final con acetona que este era de color azul
intenso y poseia una consistencia coloidal. Durante la filtracion se observé que la mayor
parte de dicho producto atraveso el filtro. Se consiguié colectar algo del producto himedo
y se intentd el lavado del mismo con agua y acetona por decantacion y secado con
nitrdgeno gaseoso.

Obviamente fue imposible determinar la cantidad obtenida de este producto.

El andlisis de su espectro IR indica que se trata de VOSO, en proporcién dominante
(Anexo 10.9.1).

Moles de meros del polimero : moles de catién vanadilo 4: 1

Durante la sintesis de este producto se observé la formacion del sélido azulino. En la
precipitacion del producto con acetona se observo la separacién de un sélido. Durante la
filtracion y el secado se puede comentar que tiene igual comportamiento que el complejo.
Se obtienen 47,20 mg de un polvo de color gris-celeste. Sin embargo, debido a las
diferencias que presenta con el espectro IR del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido

aspartico), analizado en el parrafo siguiente, no es posible determinar un rendimiento.

En el espectro IR de este producto (Anexo 10.9.2), se puede observar que el pico a
1726,7 cm™, vibracién de estiramiento C=0 del grupo carboxilico COOH, es mas intenso
gue el que se observa en el complejo, es decir, existen mas residuos del grupo COOH.
Por otro lado, la vCO amida | se ubica ligeramente por encima del rango usual del
complejo 3 : 1 (1642,91 y 1550,3 cm™) y vNH amida Il considerablemente por debajo del
rango del complejo 3 : 1 (1558 a 1548 cm-1) y se acerca mas bien a la correspondiente
frecuencia de estiramiento en el 4cido y en la sal (1532 y 1527 cm™, respectivamente).

Ademas, se observa la sefial tipica del cation vanadilo complejado a 983,6 cm™.

Se presume que se trata del polimero altamente protonado el cual, sin embargo, contiene

cierta proporcion de grupos carboxilatos coordinados al vanadilo presente.

129

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP T W% gz}\gﬁg&mo

DEL PERU

Moles de meros del polimero : moles de catién vanadilo 585:1;6:1y10:1

En las reacciones realizadas empleando 6 moles de meros del polimero por mol de cation
vanadilo a pH final 5 y 4,5 (reacciones 6 y 7, respectivamente) la mezcla de reaccion
presentaba un color azul verdoso sin la formacion del solido azulino. Durante la

precipitacion con acetona no se observo la separacion de ningun producto sélido.

Por otro lado, en las reacciones 3 a la 5 a relaciones molares a 5,85: 1y 6 : 1y pH final
3; y en las reacciones 8 y 9 a relaciones molares 10 : 1 y pH final también 3, la mezcla de
reaccién presentaba un color azul intenso sin la formacion del sélido azulino. Durante la
precipitacién con acetona se observo la separacién de un producto de dos consistencias y
diferentes colores, blanco y celeste. Sin embargo, durante la filtracion al lavar el producto
con agua helada se observé que las particulas blancas atravesaban el filtro y las de color
celeste eran retenidas por el filtro; pero su consistencia de polvo cambié a un producto
viscoso gelatinoso. Durante el secado se observd que este producto quedaba totalmente
pegado en la frita del filtro (Anexo 10.9.3) y que adquiria una coloracién azul-celeste. Se
logré aislar una minima cantidad del producto mediante raspado para propdsitos de
analisis por espectroscopia infrarroja.

En este Ultimo caso, se presume, a partir de las observaciones experimentales recién
mencionadas, que se trata de una mezcla de VOSO, y poli(acido aspartico); este ultimo
era un polvo blanco demasiado fino que pasaba por el filtro mientras que el VOSO,
aunqgue soluble en agua fue retenido parcialmente por este. No se ha podido determinar
las cantidades de productos formados.

Por otro lado, los espectros IR de los productos formados en las reacciones 3 y 4
empleando las relaciones molares 5,85 : 1y 6 : 1 son muy similares entre si y al

espectro IR del sélido azulino (Anexo 10.9.4).

Asimismo, el espectro del producto formado empleando la relacion molar 6 : 1 (reaccién
5) es similar al espectro del producto formado empleando la relacion 10 : 1 moles de
meros del polimero por mol de catién vanadilo (reacciones 8 y 9). Ademas, se observa
gue ambos espectros presentan también una notable similitud al espectro IR del sélido

azulino.
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Por ultimo, en el Anexo 10.9.5 se muestra un resumen de las 9 reacciones realizadas
empleando diferentes relaciones de moles de meros del polimero por mol de cation
vanadilo, se muestra el resultado de la posibilidad de la cuantificacion del producto
formado, el color del producto, el resultado general del espectro IR y la observacion sobre

la formacion del sélido azulino.
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7. CONCLUSIONES

1. Se logré sintetizar el complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico) objetivo del
presente trabajo, por un método desarrollado en nuestro laboratorio empleando 2 y 3
moles de meros del polimero por mol de cation vanadilo en un medio acuoso, a pH 3y
con un tiempo de reaccion de 24 horas a temperatura ambiente.

2. El porcentaje del rendimiento de la reaccién de la sintesis del complejo vanadilo-a,[3-
poli(DL-&cido aspartico) es bajo (12,45 — 16,79 %), debido principalmente a la formacion
de un coproducto en mayor proporcion (sélido azulino). Con el objetivo de incrementar el
rendimiento se realizaron numerosos ensayos variando el pH final, las concentraciones de
los reactantes, la temperatura de reaccién y las relaciones molares; logrando en uno de
los casos elevar el rendimiento al doble, aunque a costa de una disminucién del contenido

de vanadio.

3. Los espectros IR, UV-visible, *H-RMN, 13C-RMN asi como el contenido de vanadio
en el complejo sintetizado, el cual corresponde a una situacién de saturacion coordinativa
del vehiculo polimérico con el agente activo, VO, demuestran que si se ha formado el

nuevo complejo vanadilo-a,B3-poli(DL-acido aspartico) esperado.

4. La diferencia A[(vas COO™ - v¢ COQO’] determinada en los espectros IR del complejo,
indicaria que el modo de coordinacioén del carboxilato al ion vanadilo es monodentado.
Dadas las similitudes del IR del complejo con respecto al complejo vanadilo-poli(y-acido
glutamico) reportado por Sakurai y Hu, es posible que la coordinacién del vanadilo venga
dada por dos grupos carboxilato, completandose la esfera de coordinacion con moléculas

de agua.

5. El conjugado vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico) obtenido es hidrosoluble. El
complejo en solucion, determinado por UV-Visible, tiene una estructura octaédrica. Por
otro lado, el cambio de color observado de gris-celeste al estado solido a amarillo intenso

en solucion acuosa se le atribuye a una transferencia de carga del ligando al metal.
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6. El coproducto azulino obtenido en la sintesis del complejo, que representa entre 80 y
90 % del producto total formado, también corresponde, de acuerdo a la caracterizacion
por espectroscopia IR y UV-Visible, a un complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico) o
a un entrecruzamiento de las cadenas poliméricas siendo el VO** el que une dichas
cadenas. Se ha descartado la posibilidad de que el VO** no se encuentre complejado sino
simplemente absorbido como VOSO, o VOCI, por el a,B-poli(DL-acido aspartico)

mediante diferentes técnicas.

7. Se ha logrado obtener con muy buen rendimiento y con alta pureza, de acuerdo a
métodos reportados, y en ciertos casos modificados, el polimero precursor polisuccinimida
y el ligando polimérico sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico). Ademas, para este
ultimo polimero, se establecié que la proporcion relativa de unidades ay B es de 28,5 % y

71,5 %, respectivamente, distribuidas en una secuencia al azar.

8. El peso molecular del polimero precursor se encuentra en el rango de 61,5 a 68 kDa,
determinado por GPC empleando el estandar poli(propileno-co-anhidrido maleico). Este
rango resultd conveniente para que, bajo las condiciones de hidrélisis basicas suaves
usadas, se obtenga la sal de sodio del a,3-poli(DL-acido aspartico) con un peso molecular
(27 - 30 kDa) dentro del rango deseado. Ademas, el polimero en cuestion es no toxico,
biocompatible y biodegradable, lo que lo convierte en un potencial vehiculo polimérico
efectivo del agente insulino mimético oxovanadio(lV). Por otro lado, se intenté incrementar
el peso molecular del PSI con DCC. Sin embargo, no se logré incrementos significativos ni

reproducibles aunque si buenos rendimientos
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8. RECOMENDACIONES

1. Con los resultados obtenidos en este trabajo, valdria la pena evaluar la actividad
insulino mimético in vitro e in vivo del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico)
objeto del presente trabajo y determinar el esperado aumento en su accién
hipoglicemiante y otros pardmetros relacionados con dicha actividad con respecto al

complejo molecular patron bis(etilmaltolato)oxovanadio (1V) (BEOV).

2. Con respecto a la geometria propuesta para el complejo en cuestion, convendria
emplear la técnica de resonancia de spin electrénico (ESR) como herramienta util en la
determinacion de la geometria exacta del complejo en estado sélido y en solucién. Por
otro lado, se podria emplear la técnica Electrospray-Masas (El - MS) con fragmentacion
en modo positivo o0 la técnica tiempo de vuelo — espectrometria de masas de ion
secundario (ToF - SIMS) en modo positivo para realizar un analisis a la soluciéon acuosa
del complejo con el objetivo de concluir si en esta solucién el complejo aln es estable. Se
esperaria encontrar al fragmento [COVO]" el cual indicaria que los iones carboxilatos de

la cadena polimérica se encuentran enlazados al catién vanadilo (VO?).

3. Se propone para una proxima investigacion en nuestro grupo por el momento sintetizar
un complejo polimérico de vanadio (IV) méas hidrosoluble usando un ligando polimérico
gue sea un copolimero de a,B-poli(DL-acido aspartico) y polietilenglicol. Los grupos

hidroxilo OH (hidrofilicos) serian responsables del incremento de la solubilidad.

4. Por ultimo, nuevos complejos de vanadio (IV) con otros derivados del ligando a,B-
poli(DL-acido aspartico) podrian ser objetos de estudio; entre estos derivados se pueden
incluir a hidrogeles de a,B-poli(DL-acido aspartico), reticulaciones solubles de a,3-poli(DL-
acido aspartico), bloques de a,B-poli(DL-acido aspartico) y poli(oxazolinas) y finalmente

las poliaspartamidas, siendo este Ultimo un proyecto sucesor vigente del presente trabajo.
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ANEXO 10.1
CARACTERIZACION DE LA POLISUCCINIMIDA TRATADA CON DCC
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10.1.1 *H-RMN en CHCl;-d; del N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCQC)
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10.1.2 Comparacion de los espectros *H-RMN representativo de las polisuccinimidas
tratadas con la relacion 20 mg de DCC por gramo de polimero (a) y de la polisuccinimida
de partida (b)

149

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




TESIS PUCP

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

%T

PELERS

2952 36cme1

1710.330m1

1393.350m1

4000 3500

3000

2500

2000

1500

1000 500 400

(@)

MNombre

>

Descripeién

LZI-117-3 001 Muestra 021 Por

Fecha lunes,...

%T

34255

3488 7201

28852 380m-1

1710.330m1

775.86 508.51

4000 3500

3000

2500

cm-1

2000

1600

1000 500 400

(b)

Mombre

>

Descripcién

LZI-117-3 001 Muestra 021 Por

Fecha lunes,...

10.1.3 Comparacion de los espectros IR (KBr) representativo de las polisuccinimidas

tratadas con la relacion 20 mg de DCC por gramo de polimero (a) y de la polisuccinimida

de partida (b)
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ANEXO 10.2

SINTESIS Y CARACTERIZACION POR IR DEL PSI A MAYOR TEMPERATURA

(b)

10.2.1 Etapas de la sintesis de la polisuccinimida a 239 °C : Producto disuelto en DMF en

el equipo de policondensacion (a) ; producto filtrado (b) y producto terminado (c)
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10.2.2 Espectros IR (KBr) (a) y "H-RMN (b) de la polisuccinimida sintetizada a 239 °C
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ANEXO 10.3
CARACTERIZACION DE LA SAL DE SODIO DEL a,B-POLI(DL-ACIDO ASPARTICO) MEDIANTE ESPECTROSCOPIA
RMN
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10.3.1 HSQC en D,0 de la sal de sodio del a,3-poli(DL-acido aspartico)
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HMBC LZIII 174-1 en D20, 156mg
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10.3.2 Espectros HMBC (expansion 0 a 180 ppm) (a) y Espectro HMBC (expansion 0 a 60
ppm) (b) en D,O de la sal de sodio del a,3-poli(DL-acido aspartico)
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10.3.3 COSY en D,0 de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico)
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10.3.4 Posibles secuencias de las unidades a y 3 en la cadena polimérica de la sal de

sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico)
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10.3.5 HMBC en D0 de la sal de sodio del a,B-poli(DL-acido aspartico) (expansion 160 a
182 ppm)

Observacion :

En el espectro HMBC, en la expansion de 160 a 182 ppm se observa que el pico mas
intenso del carbono carbonilo de la amida (171,92 - 172,04 ppm) acopla s6lo con el protén

metino de la unidad B. Se observa ademas que el pico central del carbono carbonilo de la
amida (172,63; 172,66 y 172,74 ppm) acopla con los protones metino a y . También, el
pico mas pequefio del carbono carbonilo de la amida (173,36 ppm) acopla sélo con el

proton metino a.
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10.3.6 Espectros *H-RMN a 60 °C (a) y COSY a 60 °C (b) en D,O de la sal de sodio del

a,B-poli(DL-acido aspartico)
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ANEXO 10.4

CARACTERIZACION POR UV-VISIBLE DEL COMPLEJO Y DEL a,B-POLI(DL-ACIDO
ASPARTICO).
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Espectros UV-visible del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido aspartico) empleando la
relacion 2 moles de meros del polimero por mol de catién vanadilo (a) y del
a,B-poli(DL-acido aspartico) 2 % (b)
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ANEXO 10.5

SOLIDO AZULINO POR IR Y UV-VISIBLE
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10.5.1 Comparacion de los espectro IR (KBr) del polimero a,B-poli(DL-acido aspartico) (a)

y del solido azulino sintetizado empleando 3 moles de meros del polimero por mol de
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10.5.2 IR (KBr) del VOS0Q,.2,5H,0
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10.5.3 Comparacion de los espectros UV-Visible del VOS0,4.2,5H,0 0,049 M (pH3) (a) y

de la solucién acuosa del sélido azulino 9,6 mg/mL (pH 3) (b)
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ANEXO 10.6
SINTESIS, CARACTERIZACION POR IR Y RESULTADOS DE LOS PRODUCTOS
OBTENIDOS POR SINTESIS DEL COMPLEJO A DIFERENTES pH FINALES.

(a)

%T

465 120m-1
154 022 0d4em-1

1225 79cm-1
1309 53cm-1

F366.3d0m-1

109 1729 Gdem-1

1520 .96¢cm-1

1653 .95cm-1

0

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500400
-1

MNombre | Descripcidn |

> LZIV-34-5 Muestra 002 Por Administrator Fecha lunes, m...

(b)

1045.89cm-1

%T

B02.27 em-1

1124.18em-
1187 A1om-1

a79.22em-1

140167 cm-1

153495 em-1
3395.350m-1 1E57 .13 cm-1

20 T y y y y y —
4000 3400 3000 2400 1 2000 1500 1000 500 400
CIi-

Mombre Descripcidn
> LZIY-34-2 Muestra 014 Por Administrator Fecha jueves, ...

10.6.1 Comparacion de los espectros IR (KBr) del sélido azulino (a) y del producto
formado a pH final igual a 2 (b)
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10.6.2. Resultados generales de los productos formados a diferentes pH finales de la

mezcla de reaccion

Peso del
producto
. precipitado Observacion :
o pH Final de la .
Reaccion N con Color de la Formacion del
solucién .
acetona solucion sélido azulino
(mg)
color
40,2
1 2 azul No
azul
111,2
5 25 azul Si
gris-celeste
16,8
4 .
3 amarilla Si
3 amarillo-
pH polimero = 4
verdoso
4* 222,4
4 azul No
pH polimero = 6 azul
136,8
5 4,5 verdosa No
verde
182
6 5 verdosa No
verde

* En este caso se empled una solucién del polimero de pH 6, a diferencia de lareaccion 3 en que se

uso6 unade pH 4.
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10.6.3 Sintesis del complejo a pH final igual a 4 (solucion polimérica pH 4) (a) ; a pH final

igual a 4 (solucion polimérica pH 6) (b) y a pH final igual a 4,5 (c)
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10.6.4 Comparacion de los espectros IR (KBr) del complejo vanadilo - a,B-poli(DL-acido

aspartico) (a) y del producto formado a pH final igual a 4, solucion polimérica pH 4 (b)
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ANEXO 10.7

RESULTADOS Y CARACTERIZACION POR IR DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS
POR SINTESIS DEL COMPLEJO A MENORES CONCENTRACIONES.

10.7.1 Resultados experimentales de las sintesis realizadas a menores concentraciones

de los reactantes

Peso del
producto
precipitado
con Observacion :
ReTERIGH acetona Resultados del IR | Formacion del
so6lido azulino
(mg)
color
18,1 y
Complejo
1 ligeramente Si
gris- impuro*
verdoso
45,5 !
Complejo
2 ligeramente Si
gris- impuro*
verdoso
34 .
Complejo
3 moderadamente Si
gris- impuro*
verdoso
*Impureza : VOSO, absorbido.
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10.7.2 Espectros IR de dos de los productos sintetizados a menores concentraciones
finales del polimero y del catién vanadilo (reacciones 1y 2 — Tabla 4, (a) y (b),

respectivamente)
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ANEXO 10.8

RESULTADOS Y CARACTERIZACION POR IR DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS
POR SINTESIS DEL COMPLEJO A MAYOR TEMPERATURA.

10.8.1 Resultados generales de los productos formados empleando 2 : 1y 3 : 1 moles de

meros del polimero por mol de catién vanadilo a 65 °C para una hora de reaccion

Peso del
producto
precipitado
Mol de meros de
. , ek Formacién del
Reaccion polimero : mol de acetona . )
L ; sélido azulino
cation vanadilo
(mg)
color
14,7
1 3:1 Si
gris -
celeste
8,1
2 3:1 Si
gris -
celeste
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10.8.2 Comparacion de los espectros IR (KBr) del producto formado empleando 2 moles
de meros del polimero por mol de catién vanadilo (65 °C) (a) y del producto formado

empleando 3 moles de meros del polimero por mol de catién vanadilo (65 °C) (b)
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ANEXO 10.9

SINTESIS, CARACTERIZACION Y RESULTADOS DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS
A DIFERENTES RELACIONES MOLARES DE MEROS DE POLIMERO A VO?*

70 1128 495m-1 (a)
55

B0

55

576,27 em-1

223.21cm-1

WT

14032 ,57 em-1

F352.09cm-1 15503

157 1842,91em-1

10
4000 3500 3000 2500 ; 2000 1500 1000 480
G-

Mombre Descripoign
> LZIW-136-1 Sample 003 By Adminiskrator date Tuesday, Ap...

40 (b)

%T

1135.82¢m-1

1634.01cm-1

6] T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1
Nombre Descripcion
———— 1P-1VO-200mg Sample 004 By Administrator Date Thursday, August 19 2010

10.9.1 Comparacion de los espectros IR (KBr) del complejo vanadilo-a,B-poli(DL-acido
aspartico) (a) y del producto formado empleando 1 mol de meros del polimero por 1

mol de catién vanadilo (b)
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20 y ; y ; y T —
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cm-1
Nombre Descripcion
2P-0_002 Muestra 003 Por Administrator Fecha jueves, septiembre 16 2010

10.9.2 Comparacion de los espectros IR (KBr) del complejo
vanadilo-a,3-poli(DL-acido aspartico) (a) y del producto formado empleando 4 moles de

meros del polimero por mol de catiéon vanadilo (b)
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10.9.3 Productos formados empleando las relaciones 5,85:1; 6 : 1 (reacciones 6y 7,
Tabla6) y 10: 1 (reacciones 8y 9, Tabla 6) de moles de meros del polimero por mol de
cation vanadilo en la etapa de filtracion, lavado con agua y acetona helada (a) y del

secado (b)
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Nombre Descripcion
6P-1VOCZ Muestra 013 Por Administrator Fecha martes, febrero 01 2011

10.9.4 Comparacion de los espectros IR (KBr) del sélido azulino (a) y del producto

formado empleando 5,85 y 6 moles de meros del polimero por mol de catién vanadilo

(reacciones 3y 4, Tabla 6) (b)
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10.9.5 Resultados generales de los productos formados empleando diferentes moles de

meros del polimero por mol de catién vanadilo

Peso del producto
Mol de meros del formado
polimero Observacion :
Reaccion (mg)
Formacion del
2+ so6lido azulino
mol VO Color
Imposible de cuantificar
1 1:1 Si
azul
47,20
2 4:1 Si
gris-celeste
Imposible de cuantificar
3 585:1 No
azul-celeste
Imposible de cuantificar
4 6:1 No
azul-celeste
Imposible de cuantificar
5 6:1 No
azul-celeste
6 6:1 No se forma producto No
7 6:1 No se forma producto No
Imposible de cuantificar
8 10:1 No
azul-celeste
Imposible de cuantificar
9 10:1 No
azul-celeste
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