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RESUMEN DEL PROYECTO

La espectroscopia UV — VIS es una técnica ampliamente utlizada para la
identificacion y cuantificacion de diferentes compuestos en fase acuosa. El
objetivo de este proyecto es realizar la implementacion y estandarizacion de este
método en la universidad ICESI, con vista en su aplicacion a complejos
organometalicos y una de sus probleméticas principales: La especiacion quimica
en fase acuosa. Se desarrollé un protocolo para determinar a nivel cuantitativo los
diferentes estados de oxidacion para un catibn metalico y las diversas especies
gque se forman entre iones metalicos y ligandos organicos a través de la
espectroscopia UV — VIS. Esta técnica permitid determinar los diferentes estados
de oxidacion, obteniéndose que la concentracion final para los estado de
oxidacion de cobalto (1) y cobalto (Ill) obtenidos cuando se alcanzé el limite de la
celda fue de 65.75% y 34.23%, respectivamente, y la coexistencia de los dos
estados de oxidacion en la matriz acuosa se hizo evidente. A su vez, se alcanz6
un estado final donde se formaron el 48.11% de las especies organometalicas de
cobalto (Il) en equilibrio con la adicion de ligando de amoniaco a la solucién que
contenia cloruro de cobalto (II) hexahidratado.

De esta manera, el trabajo de investigacion tiene como finalidad contribuir a los
estudios de especiacion quimica de complejos organometalicos con potencial
actividad SOD (Superéxido Dismutasa), los cuales son complejos en estudio por el
grupo de investigacion del profesor James Weston.

Palabras clave: Espectroscopia UV - VIS, Complejos Organometdlicos,
Especiacion Quimica, Estados de Oxidacion, Superéxido Dismutasas.
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ABSTRACT

UV - VIS spectroscopy is a widely used technique for the identification and
quantification of different compounds in agueous phase. The aim of this project is
to carry out the implementation and standardization of this method at ICESI
University, with a view to its application to organometallic complexes and one of its
main problems: Chemical speciation in aqueous phase. Thus, a protocol was
developed to determine at quantitative level the different oxidation states for a
metal cation and the various species that form between the metallic ion with the
organic ligands through UV-VIS spectroscopy. This technique allowed to determine
the different oxidation states getting that the final concentration for the oxidation
state of cobalt (II) and cobalt (Ill) obtained when the limit of the cell was reached
was 65.75% and 34.23% respectively and the coexistence of the two oxidation
states in the aqueous matrix became apparent. Additionally, it was obtained that a
final state was reached where 48.11% of the cobalt (Il) organometallic species
were formed in equilibrium with the addition of ammonia ligand to the solution
containing cobalt (I) chloride hexahydrate.

In this way the research work aims to contribute to the studies of the chemical
speciation of organometallic complexes with potential activity SOD (Superoxide
Dismutase), which are complexes in study by the research group of Professor
James Weston.

Key words: UV - VIS Spectroscopy, Organometallic Complexes, Chemical
Speciation, Oxidation States, Superoxide Dismutase
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1. INTRODUCCION

Algunas de las actividades vitales realizadas por organismos biologicos, como la
produccion de energia o el metabolismo aerobio, generan especies reactivas o
subproductos que tienen un efecto en los seres vivos. Un ejemplo de esto son las
especies de oxigeno reactivas conocidas con sus siglas en inglés como ROS
(reactive oxygen species) (Winston & Giulio, 1991). El mantenimiento de niveles
bajos de oxigeno reactivo en los organismos es requerido para vias de
sefalizacion y la regulacibn de procesos (Ray, Huang, & Tsuji, 2012). Sin
embargo, niveles excesivos de estas especies pueden ocasionar dafios en las
membranas celulares y algunos efectos de deterioro en macromoléculas
presentes en las células (Wang, y otros, 2016).

El ion superdxido 0; es una especie reactiva del oxigeno, que es producida en
varios sitios de la fosforilacion oxidativa que se lleva a cabo en la mitocondria. En
exceso, esta especie puede causar un gran numero de enfermedades
degenerativas del sistema nervioso (Alzheimer y Parkinson) (Choi, 2005),
inflamaciones cronicas (artritis) (Greenwald, 1991) y cancer (entre los que resaltan
el cancer de pulmén y de seno) (Yang, Lu, Lee, Chen, & Lin, 2011).

Para protegerse de los efectos negativos producidos por estas especies
radicalarias, los seres vivos generan estrategias detoxificantes como los sistemas
enzimaticos antioxidantes, entre los cuales resalta la accion del enzima superoxido
dismutasa SOD (Wang, y otros, 2016). Las superéxido dismutasas (SODs) son
una familia de metaloproteinas las cuales realizan su funciéon con la ayuda de un
cofactor enzimatico metalico (Mn?*, Fe?*, Cu/Zn, Ni**) y se encuentran presentes
en especies procariotas y eucariotas. (Li, Shi, Ying, & Feng, 2015). Estos enzimas
cumplen la funcién de disminuir el deterioro causado por las ROS a través de la
detoxificacion del radical anidnico superéxido bajo generacién de especies menos
reactivas [oxigeno molecular y perdxido de hidrogeno (H202)] (Aguirre, Rios-
Momberg, Hewitt, & Hansberg, 2005).

Las superéxido dismutasas son de gran aplicabilidad y toman importancia en
diferentes tipos de industria (farmacéutica, cosmética, entre otros) (Zvi & Yacoby,
2016). Un ejemplo de esto se ve en el uso de MnSOD en el area cosmética para la
proteccion de la piel y el cabello, manteniendo la integridad de la estructura de la
keratina natural. Estudios como estos se llevan a cabo en Francia, donde se
comprobd que las SODs mejoran la respiracion de las células cutaneas y mejoran
algunas caracteristicas de la piel como sensacion suave, flexibilidad y elasticidad
(Ken, Lee, Duan, & Lin, 2005). Como es sabido, las enzimas catalizan reacciones
guimicas con una alta eficiencia y selectividad. En comparacion con las reacciones
guimicas no cataliticas, las mejoras tipicas de la velocidad por las SOD son de
101° veces (Schramm, 1998). En idénticas condiciones, las reacciones quimicas
catalizadas por las SODs pueden lograrse en microsegundos mientras que en
ausencia de éstas pueden tardar miles de afios (Schramm, 1998).
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Teniendo en cuenta el rol biologico crucial de las enzimas en la catalisis de las
reacciones quimicas, muchos investigadores enfocan sus estudios en la
construccion de biomiméticas para simular las funciones cataliticas demostradas
por las metaloenzimas naturales y que se pueda ademas, superar las barreras
limitantes de éstas Ultimas como la inestabilidad al calor e inaplicabilidad a
reacciones abidticas (Yin, Dong, Luo, & Liu, 2012). La biomimética es un enfoque
de investigacion multidisciplinaria que usa de manera conjunta la tecnologia y la
biologia, con lo cual se simulan las soluciones inteligentes que ocurren en la
naturaleza para ser aplicados a problemas técnicos. (Bhushan, 2009). Debido a
las multiples aplicaciones enzimaticas, es de gran interés para diferentes tipos de
industrias la sintesis de metalocomplejos con actividad enzimatica potencial (Silva,
Mouré&o, & Rocha, 2013).

Sin embargo, el uso de metalocomplejos que imiten las funciones enzimaticas
presenta diversos problemas, entre los cuales se resalta la rapida depuracion
renal y la lenta extravasacion debido al radio molecular y densidad de carga, los
cuales afectan directamente y de manera negativa la farmacocinética y
farmacodinamia (McCord & Edeas, 2005). Otro problema que se presenta son las
diferentes especies organometdlicas que se forman en una matriz acuosa,
dependiendo de los estados de oxidacion del ion metalico y los ligandos organicos
e inorganicos que se presenten en el sistema (Ma, Sengupta, Dongxing, &
Purnendu, 2014). Es importante mencionar que no todos los complejos
organometalicos que se presentan en una matriz pueden llegar a ser funcionales o
tener una actividad terapéutica, por tanto es importante determinar a nivel
cuantitativo y cualitativo las diferentes especies que se producen en un medio
acuoso, de acuerdo con las diferentes condiciones que se presenten en un
organismo vivo (temperatura, pH e interaccién con componentes presentes en los
organismos) (Pearson & Greenwa, 2005). Diferentes técnicas se han usado para
la determinacién de la especiaciobn como espectroscopia de absorcién atomica
(Anawar, (2012), espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente
(Houk, 1987), cromatografia liquida de alta resolucién entre otros (Marcinkowska,
Komorowicz, & Baratkiewicz, 2015), pero una técnica de facil manejo y que puede
ser considerablemente econdmica es la técnica espectrofotométrica UV — VIS.

La técnica espectrofotométrica UV — VIS presenta un amplio rango de aplicaciones
en el campo de estudio de complejos organometdlicos: es utilizada para la
evaluacion de los diferentes estados de oxidacion de complejos organometalicos
(Sereshti, Farahani, & Baghdadi, 2016), Ademas, puede aplicarse a la
determinacion a nivel cuantitativo de diferentes especies de complejos
organometalicos en una matriz acuosa con posibles aplicaciones farmacéuticas
con el analisis de las especies que pueden llegar a ser toxicas para los
organismos vivos (Meirath, 1998). En algunos casos, ayuda a la disminucién de la
incertidumbre que se genera por otros metodos en la determinacion de complejos
organometalicos. También, permite el seguimiento de las reacciones de
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acomplejamiento entre iones metalicos y ligandos organicos (Ghosh, Chaudhuri,
Kumar, & Panja, 2016), entre otros.

Debido a esto, el enfoque de estudio del presente proyecto con el grupo de
investigacion Weston es implementar y estandarizar una metodologia y un
protocolo para los estudios de especiacion quimica de complejos organometélicos
en fase acuosa por medio de espectroscopia UV — VIS en la universidad ICESI
con lo cual se busca desarrollar e investigar biomiméticas de metaloenzimas con
un enfoque especial en la sintesis de complejos organometalicos aplicables al
desarrollo de biomiméticas de la superdxido dismutasas, SODs.

2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1 Planteamiento de la Pregunta o Problema de Investigacion

Una de las probleméticas encontradas en la biomimética y el desarrollo de
farmacos potenciales basados en complejos organometélicos sintéticos, son los
equilibrios de especiacion entre los iones metélicos y ligandos organicos en fase
acuosa (Segoviano, Mendoza, & Moreno, 2014).

Cuando iones metélicos se encuentran disueltos en fase acuosa, estos siempre
estan rodeados por moléculas de agua con las cuales forman enlaces dinAmicos
gue resulta en un ion hidratado (Soldatov, Zelenkovskii, & Kosandrovich, 2016),
como se observa en la Figura 1.

H,O M+L &ML
H20 /"HZO ML+L= ML,
X, 2+
.Co
HO™ i ™ H0
: ML, ,+L =ML, (1
HoO n-1 n (1)
Figura 1: lon metalico hidratado Esquema 1: Reacciones de formacion

sucesivas de especies
organometalicas

Tomado de (Barbosa, Barron, Beltran, & Nebot, 1995)
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Al adicionar un ligando organico a una disolucién acuosa de iones metélicos, se
empieza una competencia dinadmica entre los ligandos y las moléculas de agua
para interaccionar y formar enlaces de coordinacion en la primera esfera del ion
metélico (Lu, Wang, Liu, & Tang, 2016). Esta competencia entre los ligandos
organicos y el agua da origen a una serie de equilibrios, resultando en la
formacién dinamica de varias especies posibles de complejos organometalicos
(Cris6éstomo-Lucas, Toscano, & Morales-Morales, 2013). Las reacciones de
formacién sucesivas de complejos organometélicos se visualizan en el esquema 1.

Este fendmeno se conoce bajo el nombre de equilibrios de especiacion y toma
importancia en estudios de las diferentes especies que se forman bajo ciertas
condiciones (como pH, temperatura y concentracion) (Turan & Rorabacher, 1972).
Cada especie que se forma tiene relevancia en el campo farmacéutico, ya que
cada una de estas puede tener una actividad bioldgica potencial diferente de las
demas (Samsonowicz & Regulska, 2016).

Por esta razén, se hace necesario desarrollar un método que permite identificar y
cuantificar las especies que se forman en medio acuoso. De lo anterior surge una
pregunta principal y es: ¢como determinar a nivel cualitativo y cuantitativo la
especiacion quimica de complejos organometalicos en fase acuosa?

La espectroscopia UV — VIS es una técnica que permite la determinacion (tanto a
nivel cuantitativo como cualitativo) de especies en soluciéon (Tu, Pi, Jin, Cai, &
Deng, 2016).

Con este proyecto se espera tomar una metodologia conocida y adaptarla para
poder estudiar la especiacion quimica de complejos organometalicos en fase
acuosa en la universidad ICESI. Todo esto se realiza con el fin de aportar al grupo
de investigacion del profesor James Weston, una técnica que permita determinar
las especies formadas en equilibrios de complejos organometélicos que podrian
tener actividad SOD potencial.
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2.2 Marco Teoérico y Estado del Arte

Biomiméticas Potenciales

Las principales proteinas de interés cientifico son las enzimas las cuales poseen
centros activos que cumplen la funcidn de catalizar reacciones quimicas. Estas
son capaces de acelerar un amplio rango de transformaciones quimicas, pero solo
bajo condiciones Optimas (limitado rango de temperatura, presion atmosférica y
condiciones fisiolégicas en medio acuoso, entre otros) en las cuales las enzimas
son completamente funcionales. Si se quisieran usar las enzimas para la catalisis
de transformaciones organicas en laboratorios o industria, se deben conservar las
condiciones naturales o simularlas para que estas sean completamente
funcionales. (Csendes y otros, 2014).

Un ejemplo es la desproporcion de la especie anidnica radical superéxido (0;7)
gue es muy toxica para los seres vivos (Bielski & Allen, 1977). Con la catalisis de
la reaccion de dismutacion efectuada por las SODs observada en el esquema 2,
se obtienen productos como el peroxido de hidrégeno y el agua que causan un
dafio mucho menor en comparacién con las especies de oxigeno radicalarias
(Diaz, 2006).

0y~ + [M®*DS0D] - 0, + [M™SOD]
0y~ + 2H* + M"SOD - [M®™*YsoD|+ H,0,

Esquema 2: Reaccién de dismutacion por las Superéxido Dismutasas. Tomado de
(Diaz, 2006)

El interés en las enzimas también reside en la rapida velocidad con la que ocurren
las reacciones quimicas y su alta eficiencia y selectividad (Schramm, 1998). Por
esto, muchos estudios buscan obtener informacion numerosa de la estructura
nativa de las enzimas a partir de su caracterizacion y la exploracion de las
propiedades de los mecanismos cataliticos (Zhang & Houk, 2005). Con esta
informacién se pueden construir biomiméticas que imiten la funcion de los centros
activos de las enzimas variando y simplificando los grupos funcionales presentes
en los centros cataliticos (Motherwell, Bingham, & Six, 2001). Este tipo de
estudios, en los cuales se busca utilizar a la naturaleza como inspiracion para el
desarrollo de nuevas tecnologias para resolver algunos problemas humanos a
través de algunos modelos sistematicos y procesos se conoce como Biomimética
(Reisen, Teschemacher, Niehues, & Reinhart, 2016).

Las posibles aplicaciones de las biomiméticas funcionales, impulsan el desarrollo
de nuevos productos miméticos que puedan ser utilizados como productos
farmacéuticos (Palinkd, 2008). Un ejemplo se ve en los tratamientos para dolores
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agudos o neuropaticos como el uso de morfina o derivados del opio, que pueden
desencadenar efectos adversos en los seres humanos. Investigaciones actuales
sugieren el uso de tetradotoxinas, presentes en tetraodontiformes como el pez
globo, que son 3000 veces mas potentes que la morfina y evitan los efectos
adversos de los opioides. Lo documentado hasta el momento sugiere que esta
puede ser una terapia que presenta una alta bioseguridad y baja tasa de efectos
adversos (Nieto, y otros, 2012).

Para los estudios biomiméticos se hace necesaria la sintesis de metalocomplejos
gue sean modelos del centro activo de las enzimas, los cuales tienen que ser
funcionales y no generar riesgos en los seres vivos ademas de ser selectivos.
Para esto se requiere la sintesis de varios modelos de enzimas con lo cual se
verifiquen los aspectos previamente mencionados (Palinko, 2008). El reto principal
consiste en crear moléculas con alta actividad catalitica, optima biodistribucion y
alta estabilidad cinética tanto quimica como metabdlica (Denkhaus & Salnikow,
2002).

Elaborar biomiméticas de metalocomplejos sintéticos con la insercién del ion
metalico central no es una tarea sencilla, especialmente debido a la biotoxicidad
de muchos de los iones metélicos. Por ejemplo, la presencia de iones metalicos
como el Ni?*(ac) esta relacionado con problemas cardiovasculares y respiratorios,
ademas de tener efectos potenciales teratogénicos y carcinogénicos. El Ni?*(ac)
se deposita en el cuerpo humano a través de la exposicion ocupacional y la dieta
(Coyle & Stiefel, 1988). Estudios en animales demuestran la aparicién de tumores
en los sitios de administracion de metalocomplejos de niquel (Denkhaus &
Salnikow, 2002).

Un problema asociado a las biomiméticas conocidas de SOD es que estos son
formados a partir de complejos metalo — peptidicos. Estos no tienen potencial via
oral ya que se degradan y pierden su funcién en el estbmago por accién del acido
clorhidrico. También su uso presenta obstaculos en la estabilidad y durabilidad de
los complejos enziméticos, su sintesis y la necesidad de algunos enzimas de
cofactores para su activacion que hacen de estos productos altamente costosos
(Xuerev, Dzierzak, & Raja, 2012). Debido a esto, estudios enfocan sus
investigaciones en sintesis de pequefias biomiméticas a base de complejos
organometalicos estables usualmente llamadas synzymes, “Synthetic Enzymes”
(Riley, 2000).

La obtencion de complejos organometalicos biomiméticos ademas de ser
complejo, presenta un gran inconveniente debido a la caracterizacion de las
diversas especies que se obtienen entre ligandos organicos e iones metélicos en
un medio acuoso. Un aspecto importante a considerar en estos sistemas son las
condiciones en las que se realiza la formacion de los complejos organometalicos
ya que este es un factor principal que determina las especies que se forman en

18



solucion, aspecto que puede ser evaluado a través de estudios de especiacion
quimica.

Seleccion del Catién Metalico de Cobalto y como Ligando Amoniaco

Para los estudios biomiméticos y evaluacion de la especiacion a partir de la
técnica UV - VIS, se hace necesario la seleccion de un sistema que sirva como
modelo para la implementacion y estandarizacibn de la técnica. El primer
problema que se presenta para este tipo de estudios es la seleccion del cation
metélico. Para elegir el catibn metalico se tuvieron en cuenta diferentes aspectos.
El primero es que el estudio se realizé con el fin de determinar la especiacion de
complejos organometalicos que pudieran ser aplicables a los estudios de la
determinacién de especies SOD potenciales. Por tanto, se tuvo en cuenta que
todas las enzimas SOD ciclan entre los estados de oxidacion M?* = M3*, a
excepcion de la enzima Cu/ZnSOD que cicla entre los estados de oxidacion M* =
M?* (Mates, 2000). Por esto, se hace importante utilizar un cation metalico que
también cicle entre dos estados de oxidacion como las enzimas SOD.

El segundo aspecto importante es que a través del método UV — VIS se diferencie
entre los dos estados de oxidacion de las especies organometélicas en el estudio
(Webster, y otros, 2016). Como el enfoque del proyecto es la estandarizacion de
una metodologia que permita determinar este tipo de cambios, se hace necesario
que los diferentes estados de oxidacion del catibn metélico en estudio sean
estables en fase acuosa, ya que este factor es importante para el entendimiento
de la quimica de formacién de complejos (Murillo, Bochman, Cotton, & Wilkinson,
1999).

En este estudio se escogi6 el cation metalico de cobalto para la formacion de
complejos organometalicos. A pesar de no ser un ion metalico con actividad
biomimética SOD potencial como el cation de niquel, los estados de oxidacion de
cobalto son mucho mas estables que los estados de oxidacion del niquel en medio
acuoso (Flores & Castro, 2016). A su vez, ambos metales tienen propiedades
fisicas y quimicas similares y se encuentran como iones divalentes [Ni (II) y Co ()]
en medio acuoso, aunque ocasionalmente se pueden encontrar en formas
complejas como iones trivalentes [Ni (lll), Co (lll)]. Los iones de Co (lll) son mucho
mas estables que los iones de Ni (Ill) (Martinez, 2002). Ademas, Co (Ill) puede ser
detectado en fase acuosa mientras Ni (lll) no; esto se debe a que cuando se da la
formacion de complejos se modifica la estabilidad relativa de los estados de
oxidacion de una especie. La oxidacién de Co (Il) a Co (lll) en agua es favorecida
por la adicion de amoniaco, ya que los complejos de éste con cobalto (lll) son mas
estables que con cobalto (II), mientras que para el niquel la oxidacién de Ni (ll) a
Ni (Il) no se ve favorecida en medio acuoso ya que niquel (lll) es inestable fuera
del ambiente enzimético (Jesus, 2010).
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Diferentes autores como Katzin y Ferraro, Smrec, Jovic, Stilinovic, Kukovec y
Dakovic, entre otros estudios, reportan el uso de cationes de cobalto por su
facilidad de estudio y estados de oxidacion mas estables por lo que se hace
necesario su uso para la implementacion y estandarizacion de la metodologia
(Katzin & Ferraro, 1950), (Smrec, Jovic, Stilinovic, Kukovec, & Dbakovic, 2016),
(Katzin & Gebert, 1950).

El siguiente problema asociado al estudio es la deteccién de la especiacion. El
catibn de cobalto en medio acuoso se encuentra hidratado (Majumder, Gupta,
Raghuvanshi, & Gupta, 2016). Al adicionar un ligando organico al medio acuoso
empieza una competencia entre las moléculas de agua y el ligando organico por
interaccionar con el cation metalico (Lu, Wang, Liu, & Tang, 2016). A medida que
el ligando organico desplaza las moléculas de agua, se empiezan a formar
diferentes especies en el medio acuoso que pueden ser detectables. Debido a
esto, se hace necesario el uso de un modelo de ligando organico que permita
determinar la formacién de los complejos.

Para la seleccion del ligando organico se tuvo en cuenta diferentes aspectos, uno
de ellos es que los ligandos debian ser sencillos y de facil adquisicién con el fin de
facilitar la estandarizacién de la metodologia. Segundo, se busc6 que los ligandos
utilizados tuvieran una alta afinidad por el cation de cobalto previamente
seleccionado. El ligando organico modelo seleccionado es el amonio, que cumple
con los parametros que se describieron con anterioridad. Multiples estudios, como
el realizado por Garnovskii en el aflo 1999, mostraron la formacién de complejos
organometalicos entre cationes de cobalto con el amonio los cuales son muy
estables en medio acuoso (Garnovskii, Direct Synthesis of Coordination and
Organometallic Compounds, 1999).

Otra ventaja del uso de ligandos de amonio para la formaciéon de complejos con el
catibn de cobalto, es que los metalocomplejos que se forman son percibidos de
acuerdo a los cambios colorimétricos que se presentan en medio acuoso una vez
formado el metalocomplejo. En la Tabla 1 se observa la clasificacion de la serie
espectroguimica para algunos ligandos (I <Br< CI<F <R -OH <H20 <NCS <
NH3 < CN) por la interaccion con los cationes de cobalto. Para el caso de Co (Il)
por ejemplo, cuando este entra en contacto con el agua se presenta una
coloracion rosa. Al adicionar el ligando de amonio la formacion del metalocomplejo
puede percibirse con una coloracion verdosa.
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Tabla 1. Serie espectroquimica para Co (Il) con ligandos organicos. Tomado de:
(Sola, Hernandez, & Fernandez, 2000)

I Br- CI- F H20 R-OH | NCS NH3 CN
Radiacion uv Violeta indigo Azul Azul Verde Amarillo Naranja Rojo Purpura
absorbida Verdoso
A (nm) <400 410 430 480 560 536 580 610 680 720
Energia (cm 25000 24400 21200 20800 20000 18900 17300 16400 14700 13900
D)

Color del Incoloro | Amarillo | Naranja Rojo Violeta Rosa indigo Azul Azul Verde

compuesto verdoso

La ecuacion que muestra el desplazamiento de las moléculas de agua y formacién
del metalocomplejo de cobalto con el amonio se describe en la ecuacion (1)
[Co(H,0 )6]2+

+ 6(NH,0H) = [CoO(NH)6]** 1yruey + 12(H20) (1)

(rosa) (verde

Los cambios colorimétricos también pueden ser percibidos de acuerdo al estado
de oxidacion del ion metalico, en este caso los estados de oxidacion para el cation
de cobalto. Para el estado de oxidaciéon (lll) del cobalto se puede percibir una
coloracion azul verdoso mientras que para el estado de oxidacion (llI) pueden
percibirse colores rosa (Na, Ye Won Choi, & Kim, 2016) como se observa en la
ecuacion (2).

[Co(H,0 )6]2+(r05a) [Co(H,0 )6]3+(a2ul) (2)

Especiacion Quimica

La formacion de metalocomplejos que contienen ligandos organicos y cationes de
metales se da a partir de enlaces de coordinacién (relativamente débiles si se
comparan con otros enlaces quimicos) (Keiter & Keiter, 2005). En el esquema 1 se
observan las reacciones de formacién sucesivas entre un ligando L y un ion
metélico M.

Los enlaces de coordinaciéon dependen del nimero de coordinacion del metal y
ciertas condiciones del medio como el pH, la temperatura y la concentracion. Por
esto, la formacion de nuevas especies o disociacion de estas se controla a través
de equilibrios de especiacion (Bencini, y otros, 1990). Los equilibrios de
especiacion se determinan a través de las constantes de formacion. Estas
constantes de formacion permiten estimar las diferentes especies presentes en
medio acuoso (Masoud, El-Kaway, Hindawy, & Soayed, 2012).
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Las constantes de equilibrio de formacion de complejos, se definen como la
concentracion del complejo resultante sobre el producto de los reactivos (en ese
determinado paso) (Montuenga, 1988), como se observa en la ecuacion (3).

[ML]

_ ML) _ MLy
(MDIL]

(IMLD[L] 37 (MLyDIL] )

ky ky =
A cada equilibrio quimico le corresponde una constante de equilibrio de formacion
del complejo sucesivo. El proceso de formacion de complejos de maxima
coordinacion puede ser observado en las ecuaciones (4) y (5) La constante de
formacién global o de estabilidad de los complejos puede definirse a su vez como
la concentracion de complejo resultante sobre el producto de los reactivos como
es visto en las mismas ecuaciones.

M+nlL s ML, (4)

[MLy]
k=t ©)

A partir de los equilibrios quimicos descritos y las reacciones para la formaciéon de
complejos entre cationes metalicos y ligandos organicos, se puede determinar la
especiacion de los diferentes complejos organometalicos formados en una matriz
acuosa (Wang, Springer, Anderko, & Young, 2004). La especiacion quimica, en el
marco del campo organometélico, se define como el proceso de identificaciéon y
cuantificacion de todas las especies que se forman en equilibrio entre los ligandos
organicos presentes y el cation metalico (lhara, Fukuda, & Sone, 1987). Este tipo
de identificacion es de vital importancia en soluciones acuosas ya que en éstas las
especies pueden cambiar su estructura y composicion de acuerdo al medio en que
se encuentren expuestos. Estos cambios ocurren en todos los complejos de iones
metélicos transicionales en solucion, por lo que es fundamental determinar
algunos factores que afectan la formacion de una especie 0 especies en particular
y con las cuales se desee trabajar (Aguilar, 2012).

La determinacion de la especiacién de metalocomplejos ha jugado un papel crucial
en los dUltimos afos. Ejemplos de estos se evidencian en los trabajos
documentados por Centineo y otros investigadores, donde se buscé la
determinacion de diferentes especies de metalocomplejos presentes en fuentes
hidricas, estudio importante ya que como se menciona con anterioridad algunos
metalocomplejos son toxicos y causan complicaciones severas en los organismos
vivos (Centineo, Blanco, & Sanz-Medel, 2004).

Una de las maneras de detectar complejos organometalicos usando las
constantes de formaciéon es a través de la espectrosfotometria UV — VIS. Por
medio de esta técnica se puede determinar a nivel cuantitativo y cualitativo las
especies presentes en un medio acuoso. De esta manera, se obtienen un conjunto
de espectros de diferentes especies que se forman al reaccionar un cation

22



metalico con ligandos organicos. Las diferentes especies que se forman pueden
ser caracterizadas y cuantificadas para explorar diferentes aplicaciones. (Kwiatek,
Meinrat, & Lis, 2015).

A partir de la reaccién de equilibrio observada en la ecuacion (6) y teniendo en
cuenta la ley de Lambert Beer estudiada en este proyecto de investigacion en
capitulos posteriores, se realizan una serie de ajustes para obtener
cuantitativamente las diferentes especies que se forman en una matriz acuosa. La
representacion en una grafica de concentracion frente a la absorbancia a las
longitudes de onda maxima del cation metalico estudiado (obtenido con ayuda del
equipo e informacién bibliogréfica), permite hallar todas las variables necesarias
para la obtencion de las constantes de formacion de los complejos
organometalicos (King H. C., 1971).

M +nL s (ML, (6)

Cuando se realizan adiciones sucesivas de ligando a la matriz acuosa que
contiene el catibn metalico hidratado, estas causan cambios en la absorbancia
maxima y con ello cambios en las constantes de formacion (k) que pueden se
cuantificados como se observa en las ecuaciones (7) y (8)

ML)*  + L' 5 (ML)* (7)
(A—x) (B — 2x) X

X
k= Goream ©

A es la concentracion total del complejo organometélico ML antes de la reaccion.
B es la concentracion del ligando L’ que se adiciona antes de la reaccién y x es la
concentracion del complejo que se forma después de la adicion de ligando al
sistema. A es una concentracién conocida; (A — x) es encontrada midiendo la
absorbancia a la longitud de onda maxima A,,. ,x puede hallarse por
interpolacién en la curva de calibracion. B es una concentracion conocida. La
concentracion de ligando libre(B — 2x) puede también ser hallada. Como K es
relativamente pequefa para estos complejos, (B — 2x) se puede simplificar a la
concentracion de B. (King H. C., 1971)

Espectroscopia UV - VIS

Una de las técnicas usadas en la caracterizacion de los complejos
organometalicos con actividad biomimética potencial es la espectroscopia UV —
VIS. El conocimiento de la estructura molecular de las especies que se forman por
los equilibrios de especiacion, son en esencia, importantes para el entendimiento
de la relacion entre estructura — actividad catalitica de la biomimética desarrollada
(Bulanek, Manec, & Setni, 2013).
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La espectroscopia por absorcion molecular en la region ultravioleta — visible es
usada ampliamente en la determinacion cuantitativa de especies organicas,
inorganicas y biologicas. Esta se basa en la medicion de la transmitancia (T) o de
la absorbancia (A) en soluciones que estan en celdas transparentes que tienen
una longitud de trayectoria de (b) en cm. Por lo general, la concentracion de un
analito de estudio se relaciona de forma lineal con la absorbancia, explicado por la
ley de Lambert - Beer descrita en la ecuacion 9 (Skoog, Holler, & Crouch,
Principios de Analisis Instrumental Sexta Edicion, 2009):

A= —logT = log%z ebC (9)

A = Absorbancia
T = Transmitancia
P, = Potencia Radiante Incidente
P = Potencia Radiante Transmitida
€ = Absortividad Molar
C = Concentracion del Analito
b = Longitud de Trayectoria de la Muestra

La ley de Lambert — Beer es usada en la fotoquimica como una herramienta para
investigar los mecanismos de las reacciones quimicas (Parnis & Oldham, 2013).
La mas frecuente aplicaciéon quimica de la ley es en el campo de la analitica,
basdndose en la absorcion de luz de una matriz acuosa, con lo cual se
proporcionan medidas de concentracion de especies que se encuentren presentes
en la solucién analizada (Jingle & Crouch, 1988). La ley de Lambert Beer toma
importancia en los estudios de especiacion quimica a través de técnicas
espectrofotométricas como la técnica UV — VIS.

Esta técnica espectroscopica usa radiaciones electromagnéticas que comprenden
longitudes de onda entre los 190 — 800 nm, los cuales se dividen en las regiones
ultravioleta (UV 190 — 400 nm) y la region visible (Vis 400 — 800 nm). Se basa en
transiciones electrénicas de una molécula de estados menos excitados a estados
excitados por la radiacion electromagnética. (Kumar, 2006).

La técnica espectroscopica UV tiene diferentes aplicaciones. Es utilizada en la
determinacién del estado de oxidacion de complejos organometalicos que se
encuentran presentes en trazas (Gurkan, Ulusoy, & Akcay, 2012). Por medio de
esta técnica se puede determinar las especies diferentes que se forman de
acuerdo al numero de oxidacion de los iones metalicos (Cui, He, & Wang, 2006).
Por ejemplo, Sereshti utilizé la técnica espectroscépica UV para la determinacién
de trazas de cromo (VI) presentes en fuentes hidricas (Sereshti, Farahani, &
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Baghdadi, 2016). Esta técnica permitio a su vez la determinacion a nivel
cuantitativo de diferentes especies del ion metélico de acuerdo a sus estados de
oxidacion (Kaneko, Kurihara, Nakano, & Kawashima, 2002). Este estudio es
importante ya que los complejos de cromo (VI) son toxicos para los organismos
vivos (Roundhill, 2004). Este meétodo les permitid6 la determinacion de la
concentracion de cromo (VI) en muestras reales y que tienen bajo contenido del
complejo organometalico.

Los estudios de los diferentes estados de oxidacion de un ion metalico
acomplejado con ligandos organicos son importantes ya que algunos estados de
oxidacion de los iones metalicos pueden ser mas toxicos que otros (Collins, y
otros, 1997). Esto tiene una fuerte influencia en el area farmacéutica en la sintesis
de complejos organometalicos con potencial actividad biolégica.

La técnica espectroscopica UV también se usa para la determinacion simultanea
de los diferentes estados de oxidacion de complejos organometalicos. Otro
ejemplo se observé con la investigacion de Gonzales donde se estudié dos
estados de oxidacion del antimonio en una matriz que contiene Sb (lll) y Sb (V)
(Gonzales, Renedo, & Martinez, 2005). El objetivo principal del estudio fue la
determinacion simultdnea de ambas especies en preparaciones farmacéuticas.
Para la determinacion cuantitativa de las especies de antimonio de acuerdo al
estado de oxidacion, se hallo la concentracion de una de las especies [Sb (V)] y la
concentracion total de la mezcla [Sb (lll) + Sb (V)]. La otra especie presente
[correspondiente a Sb (lIl)], se determind a través de la diferencia entre el total de
la mezcla [Sb (1ll) + Sb (V)] y la especie a la cual se le determiné la concentracion
[Sb (V)].

Ademas, a través de esta técnica, se puede determinar cuantitativamente la
hidratacion y pérdida de agua de un catién metélico en fase acuosa. Por ejemplo,
Meirath determiné la pérdida de la hidratacion de especies de uranio (VI), es decir
midio la pérdida de agua del ion metalico en un medio acuoso (Meirath, 1998). La
determinacion de la hidratacion en fase acuosa puede hallarse a través de sus
constantes de formacion, pero se puede incurrir en grandes incertidumbres por las
diferentes especies que se pueden formar y el solapamiento de sus bandas de
absorcion. Esta incertidumbre se puede solucionar a través de esta técnica. El
solapamiento de las bandas que se obtuvieron por medio de otras técnicas para el
cation de U (VI) en fase acuosa fue solucionado a partir de la técnica UV — VIS.

Otra aplicacion de la técnica UV - VIS se basa en la combinacion con otras
técnicas como cristalografia de rayos X, espectroscopia infrarroja (IR) y calculos
computacionales, los cuales permiten la determinacion cuantitativa de las
geometrias de coordinacibn de los complejos organometalicos y el
acomplejamiento del ion metalico con ligandos organicos (Kukovec, Kodrin,
Vojkovic, & Popovic, 2013). En el estudio realizado por Kukovec se prepararon
complejos de niquel y de cobre y se estudiaron las diferentes geometrias de
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coordinacion con un ligando organico (acido picolinico) al cual le hicieron
seguimiento del acomplejamiento a nivel cuantitativo a través de la técnica UV —
VIS. Este estudio permitio observar los cambios en las geometrias de coordinacion
para iones metélicos hidratados con ligandos organicos como el 4cido picolinico.

Por medio de la técnica UV — VIS se espera obtener espectros de absorcion para
los complejos organometélicos formados como se observa en la Figura 2.
Denominamos espectro de una sustancia a la representacion grafica de la
absorbancia (A) en funcidn de longitud de onda (A). Este grafico presenta
diferentes tipos de onda para un mismo compuesto con maximos y minimos. Para
la determinacion cuantitativa de los complejos en estudio se selecciona la longitud
de onda correspondiente a un maximo, pues el error de medicién es minimo y la
sensibilidad se hace maxima (Quilmes, 2011). Para verificar el cumplimiento de la
ley de Beer se debe realizar una curva de calibracién relacionando la absorbancia
(A) en funcién de concentracion (c), para lo cual se preparan soluciones de la
sustancia de concentraciones conocidas y se mide la absorbancia a la longitud de
onda elegida.

NS ORIANCIA
AR AR R R T EEY

LONGITUD DE ONOA fom]

Figura 2: Grafica absorbancia y longitud de onda para complejos
organometalicos. Tomado de: (Valladares, 2003)

Uno de los aspectos mas importantes en la determinacion espectrofotométrica es
la seleccion de la longitud de onda con la cual se va a trabajar. El estado
energético de una molécula se puede afectar por la absorciébn de radiacién
electromagnética a determinada longitud de onda. Cuando incide un haz de luz
sobre la muestra parte de la radiacion es absorbida y parte de ésta es transmitida,
lo que permite determinar cuantitativamente las especies presentes en el medio.
Uno de los problemas asociados a esto es que en una solucion acuosa pueden
coexistir multiples especies por lo que para obtener la maxima sensibilidad en la
determinacion de un complejo de interés debe conocerse su longitud de onda
maxima (Patagonia, 2009). La longitud de onda maxima es la longitud de mayor
absorbancia para un compuesto. Esta longitud puede ser utilizada para la
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determinacién cuantitativa de complejos en una matriz acuosa ya que esta es una
medida Unica para cada complejo que se forma en medio acuoso (Cérdoba, 2008).
La disminucion en la curva de los barridos de absorcion que se observan en la
Figura 2 se debe a la disminucion de las longitudes de onda méxima para un
complejo en una matriz acuosa. Como las longitudes de onda son Unicas para
cada complejo, esto puede ser un indicativo de la formacién de complejos
organometalicos diferentes al complejo en estudio en medio acuoso y en el que
se puede visualizar el desplazamiento de las moléculas de agua por ligandos
organicos, que es uno de los enfoques principales de este proyecto de
investigacion.

Equilibrios del Estado de Oxidacion del Cobalto

Cuando los cationes de cobalto forman complejos con ligandos organicos, los
orbitales d del metal interactan con la nube de electrones de los ligandos
organicos de tal manera que se vuelven no degenerados (no todos tienen la
misma energia) (Purcell, 2000). Algunos ligandos pueden producir una pequefia
separacion de energia alrededor de los orbitales d mientras otros pueden producir
una gran separacion entre estos (Rodgers, 1994).

Cuando los orbitales d no se encuentran completamente llenos, se hace posible la
transicion de un orbital d de baja energia a un orbital d de alta energia por medio
de la absorcion de un foton proveniente de radiacion electromagnética, que por lo
general proviene de la regién visible. Estas transiciones se perciben a través de
cambios colorimétricos (Kotz, 1987).

Los colores que son percibidos debido a la separacion de los orbitales d por
accion de algunos ligandos organicos se conocen como serie espectroquimica.
En la Tabla 2 se puede visualizar como ejemplo la serie espectroquimica para
algunos complejos organometélicos de Co (llI).

Tabla 2. Serie espectroquimica para algunos complejos de Co (Ill) Tomado de:
(Kotz, 1987).

Co® complex Wavelength of Color of Color seen

light absorbed (nm) light absorbed
[CoFg1* 700 red green
[Co{H, D)3 &00 orange bluc
[Co(NH,), CIP** 535 yellow violet
[Co(NH ) i1, 0] 500 blue-green red
[Cn(NH,)ﬁ]” 475 hlue vellow-orange

[Cai{CN), P 310 ultraviolet tail of absorption
band in visible
gives pale yellow

Las causas de las divisiones de los orbitales internos de los cationes metalicos
ocasionados por la adicion de los ligandos puede estudiarse a través de la teoria
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de campo ligando. La teoria de campo ligando (TCL) es una teoria semiempirica
aplicada a complejos metéalicos (Jaume, 2003). Esta teoria describe el enlace,
disposicion de los orbitales y otras caracteristicas de los complejos de
coordinacion (Schlafer & Gliemann, 1969).

Cotton en su trabajo describiéo el comportamiento de los orbitales d cuando se
pone un ligando en su entorno y en el que se determind la naturaleza cualitativa
de las divisiones de los orbitales para algunas geometrias de coordinacion
importantes (octaédrica y hexaédrica). En la Figura 3 se describen los orbitales d
convencionales. Cotton llegé a la conclusion de que en los ambientes tetraédricos
y octaédricos las divisiones de los orbitales dxy, dyz y dxz son equivalentes y que los
orbitales dz? y dx* - y? son equivalentes y diferentes a los primeros tres (Cotton F.
A., 1963).

Figura 3. Conjunto convencional de orbitales d. Tomado de: (Cotton F. A., 1964)

La energia asociada a los conjuntos de orbitales puede diferir ya que a pesar de
que son intrinsecamente similares, la disposicion de los orbitales hacia su entorno
en un principio son distintos y causan diferencias en la energia de un electrén
dependiendo de cudl de ellos ocupe (Griffith, 1961). EI resultado final de la
interaccidn entre los orbitales de un ligando y los orbitales de menor energia (t2g) y
orbitales de mayor energia (eg) de un metal de transicibn se describen en la
Figura 4 (Dunitz & Orgel, 1960).
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Figura 4. Diagrama de niveles de energia para la interaccién entre orbitales d de
un cation metélico y los orbitales de ligandos. Tomado de: (Cotton F.
A., 1964)

Las consecuencias asociadas a este tipo de interacciones son las divisiones de los
orbitales internos de los complejos. Cuando un conjunto de orbitales se divide, los
electrones tienden a ocupar preferiblemente los orbitales méas estables. El hecho
de que los electrones no ocupen los cinco orbitales con igual probabilidad sino que
tiendan a ocupar tres de ellos preferiblemente a los otros dos en un campo
geométrico octaédrico o dos preferiblemente a los otros tres en una geometria
tetraédrica, conlleva a consecuencias importantes tanto energéticas como
estructurales (Cotton F. A., 1964). La preferencia en que los electrones se muevan
hacia uno o mas orbitales estables liberando energia adicional se conoce como
energia de estabilizacién del campo ligando (Evelson, 2005).

La energia de estabilizacion del campo ligando se determina por la naturaleza de
la interaccion entre los orbitales o de los ligantes con los orbitales d del catién
metdlico (Cotton F. A., 1964). Los orbitales moleculares enlazantes se llenan por
lo general con los electrones de los ligantes y los electrones d del ion metalico
ocupan los orbitales moleculares no enlazantes (Toloza, 2012). Las diferencias en
la energia de estabilizacion varia para cada complejo formado ya que cada ligando
produce cambios diferentes en la energia de estabilizacion (Chang & College,
2002). El desdoblamiento de los orbitales d de estos cationes metalicos en funcién
a la union con ligandos, permite saltos electronicos por absorcién de energia
luminosa en el espectro visible que provoca que los complejos tomen colores
caracteristicos y complementarios (Nutfield, 2015). Estos cambios en la energia y
desdoblamiento de los orbitales por efecto de los ligandos se clasifican en series
espectroquimicas (Miessler & Tarr, 2004).

Los cambios colorimétricos no solo se visualizan con los diferentes ligandos
usados sino que también varian de acuerdo al estado de oxidacién del cation
metalico. Los cationes metalicos presentan diversos estados de oxidacion. Para
los iones de cobalto se presentan dos estados de oxidacién comunes Co (ll) y Co
(Il y ambos estados de oxidacion pueden formar complejos organometalicos
diferentes con ligandos organicos. Los complejos de cobalto mas conocidos son
los complejos de cobalto (II) mientras que los complejos de cobalto (I1) son mucho
mas dificiles de formar aunque después de formados, son metalocomplejos muy
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estables (Fantinolo, 2012). En una matriz acuosa pueden darse de manera
simultanea la formacion de complejos de Co(ll) y Co(lll), en funcién de la
naturaleza de los ligandos usados.

Para la formacion de complejos organometalicos se hace necesaria la interaccion
entre los ligandos organicos con los cationes metalicos a través de enlaces de
coordinacion (Keiter & Keiter, 2005). Cuando los ligandos se unen directamente al
centro metalico forman la esfera de coordinacion primaria. EI numero de ligandos
que se unen formando la esfera de coordinacion primaria se conoce como namero
de coordinacion. EI nimero de coordinacion es un determinante de la geometria
que adoptan los metalocomplejos (Visbal, 2000).

La geometria de coordinacion es un modelo geométrico que se forma por los
ligandos y un catién metélico resultando en un complejo de coordinacién (Helpes,
2015). El arreglo geométrico varia segun el numero y el tipo de ligados que se
unen al centro metalico. La preferencia de coordinacion de un metal a menudo
varia de acuerdo al estado de oxidacion de la especie metalica (Helpes, 2015).

Las geometrias de coordinacibn mas comunes para complejos de cobalto (Il) son
las geometrias octaédricas y tetraédricas (Orgel, Introduction to Transition - Metal
Chemistry 2nd Edition, 1966). A temperatura ambiente, los iones de cobalto (II) en
una matriz acuosa se encuentran coordinados con 6 moléculas de agua en la que
predomina la configuracibn geométrica octaédrica. Cuando hay un aumento de
temperatura, el equilibrio dinamico se ve desplazado hacia la forma tetraédrica
(predomina mas la forma tetraédrica que octraédrica) y solo bajo ciertas
condiciones la forma octaédrica se presenta en una menor medida (Brugger, y
otros, 2016).

Un ejemplo de esto se ve en la Figura 5 donde se visualiza el efecto de la

temperatura en la configuracion geométrica de metalocomplejos de cobalto (Il) con
iones cloruro como ligando (Tian, y otros, 2012).
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Figura 5: Complejos y geometrias de coordinacion predominantes para cobalto (II)
con ligandos de cloruro en funcion a la temperatura y la composicion.
Tomado de: (Tian, y otros, 2012)

Los complejos de cobalto (Ill) por su parte tienen en su mayoria una geometria
octaédrica. Todos son de bajo espin, es decir que sus electrones se encuentran
apareados con excepcion de la unién con el ligando F- (Brewer, Collins, Smith, &
Santarsiero, 1988) como se observa en la Figura 6.

C,
A d\_‘-:.l' {i‘r__'

Co(I1I)

& & &

d, d, d,
OCTAEDRICA

2

Figura 6: Geometria de coordinacion complejos de cobalto (llIl). Tomado de: (Sola,
Hernandez, & Fernandez, 2000)

Cuando el ligando consiste en la uniéon de 4 aniones o — donadores, la geometria
planar cuadrada puede ser alcanzada. Un ejemplo de esto se da con el uso de
ligandos polianidénicos quelantes que forman complejos de cobalto (Ill) con
geometria planar cuadrada (Collins, Ozaki, & Richmond, 1987).

Los iones de cobalto (Il) son muy estables frente a la oxidacion, pero una vez que
se forman complejos octaédricos con agentes que actuen como oxidantes fuertes,
la oxidacion a los complejos octaédricos de cobalto (1) de bajo espin se da con
mayor facilidad. Esto se debe a que la energia de estabilizacién de los complejos
de Co (Ill) con una configuracién d® es mas alta que la correspondiente al
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complejo Co (ll) con una configuracion d’ (Mathews, Abad, Fernandez, Belandria,
& Fernandez, 2008).

Especiacion Quimica para el Cation Metalico de Cobalto (Il) Usando como
Ligando Amoniaco

La interaccion del cobalto con los ligandos de amonio es complicada ya que
pueden darse de forma simultanea complejos de Co (ll) y Co (Ill) en funcion de la
naturaleza del ligando y de otros factores como la concentracion, el pH y la
temperatura que afectan las diferentes especies que se forman (Garnovskii, 1999).
El cobalto puede interaccionar con los ligandos de amonio hasta formar un
complejo de maxima coordinacibn que en este caso corresponde al
acomplejamiento con 6 moléculas de amoniaco como se observa en la ecuacion
10 (Palant & Shchavinskaya, 2001).

[Co(H,0)6]* + 6(NH;) = [CO(NH3)6]2+(marrén) + 6(H,0) (10)

(rosa)

A esta reaccibn le corresponde una constante de estabilidad global
correspondiente a la de la ecuacién 11.

_ [co(NH3)e)*
N [Co(Hzo)6]2+[1vH31( 1)

Esta condicion se cumple solo cuando se adiciona un exceso de ligando al medio
acuoso que logra desplazar todas las moléculas de agua para formar el complejo
hexaamino (Davis, 2015). En un caso tipico, cuando adiciono una cantidad de
amoniaco a una solucién acuosa que contiene el cation metalico de cobalto, se
empieza el desplazamiento da las moléculas de agua del cobalto hexahidratado
para dar origen a una serie de equilibrios en la cual coexisten diferentes especies
en el medio acuoso (Clark, 2009). Las reacciones implicadas y los equilibrios de
especiacion pueden visualizarse en las ecuaciones 12 - 23.

[CoCl,(H,0 )6]2+

+ NH3 = [CONH3(H20 )56[2]2+ + H20 (12)

(rosa) (azul verdoso)

24
ky = [CoNH3(H»0 )5Cly] ](13)

" [CoCly(Ha0 )62 +[NHs3

[CONH3(H20)SCIZ]%;erdoso) + NHS = [CO(NHS)Z(H20)4C12]%I;—erdoso) + ZHZO

(14)
_ [CO(NHS)Z(HZO)‘LCIZ]%qulverdoso)
kz B [CONH3(H20)SCIZ]%qulverdoso)[NH3] (15)
[Co(NH3)2(H20)4Clo ] erqos0y + NHz = [Co(NH3)3(H20)3Ch ] eransoy + 3H20
(16)

32



[Co(NH3)3(H20)3 Clz]a’zul verdoso)
[Co(NH3)2(H20)4C12 12, NH3]

(17)

3= [
(Azulverdoso)

[CO(NH3) (H20)3C12](verdoso) + NH3 ~ [CO(NH3)4(H20)2Cl ])verdoso) + 4'HZO
(18)

_ [CO(NH3)4(H20)2C12]?qulverdoso)
4™ [Co(NH3)3(Hy0)5CLy 12, [NHs]

(19)

(Azulverdoso)

[CO(NHS)AL(HZO)ZCZ ](verdoso) + NH3 = [CO(NH3)5(HZO)CIZ](verdoso) + 5HZO
(20)

[CONH3(H,0 )sCly 1%
[Co(NH3)4(H20)2Cl5 12,

ks = (21)

(Azulverdoso) [NH;3]

[CO(NH3)5(H20)Cl ](Azulverdoso) + NH3 = [CO(NH3)6CI ](Marron) + 6H20
(22)

[Co (NH3)6CIZ]%IEarr6n)
[Co(NH3)5(H; O)Clz]a—zul verdoso) [NH;]

ke = (23)

Como se mencion6 con anterioridad, la predominancia de una especie sobre otra
o la formacion de las diferentes especies son dependientes de factores como la
concentracion, la temperatura y el pH. Por Ejemplo, al adicionar bajas
concentraciones del ligando (amoniaco) a la solucién que contiene el catién
metalico de cobalto, se formara primero el complejo organometalico de menor
namero de coordinacion que cualquier otro complejo de la serie que en este caso
corresponde a la especie [CoNH;(H,0 )sCl,]** (Shoemaker, 2008). A medida que
realizo  adiciones  sucesivas del ligando, la  concentracion  de
[Co(NH3),(H,0)4Clo 8 era0s0y  @UMeNta  répidamente mientras que la
concentracion de [CoNH;(H,0 )sClL,]** disminuye. Después resulta en la
formacion de [Co(NH3)3(H20)3Cl2]f$erdoso) mientras la concentracion de los dos
anteriores disminuye y asi se van formando los complejos hasta alcanzar el
complejo de maxima coordinacion que corresponde al cloruro de hexamino cobalto
(1 Co(NH3)6Cl2](Marmn) (Shoemaker, 2008). Cuando se adicionan concentraciones

altas de amoniaco a la solucién acuosa que contiene Co (ll), se forma casi de
inmediato el complejo de mayor nimero de coordinacion (Davis, 2015).

Por otro lado, la temperatura y el pH afectan el acomplejamiento y por tanto, los
equilibrios de especiacion del cobalto con ligandos de amonio. Por lo general,
cada complejo tiene un rango de pH éptimo para la formacion de especies en
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solucion acuosa y cuando se modifica la temperatura, el rango de pH éptimo para
la acomplejacion disminuye. Por ejemplo, el Co (ll) es acomplejado con ligandos
de amonio a un pH entre 7.5 — 12.5 a 298K. Cuando aumento la temperatura a
333K, el rango éptimo de pH para la formacién de complejos disminuye de 6.8 —
11. La especie hexaamino cobalto (II) es mas estable a un pH de 10 y 298K donde
la predominancia de la especie es mas alta. Al aumentar la temperatura a 333K, el
pH 6ptimo de acomplejamiento para esta especie disminuye a pH 9 (Shoemaker,
2008).

En la Figura 7 se observa el porcentaje de formacion de complejos de cobalto (II)
con ligandos de amonio en funcion del pH. Se puede observar que a medida que
aumente el pH y con la adicion de ligandos de amonio, la especie de Co (Il) en
solucién acuosa empieza a disminuir para dar paso a la formacion de las
diferentes especies que se pueden formar en la matriz acuosa.
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Figura 7. Porcentaje de formacion de complejos de cobalto (II) con ligandos de
amoniaco en funcién del pH de la solucion acuosa.Tomado de:
(Shoemaker, 2008)

Reacciones Quimicas Implicadas en la determinaciéon UV espectroscopica
para el cation metéalico de cobalto

Las reacciones quimicas implicadas tanto en la oxidacion como en la especiacion
de los complejos de cobalto son importantes, ya que a partir de la reaccion entre el
cation metélico y los reactivos usados en este proyecto de grado, permite
visualizar cambios colorimétricos que dan una aproximacion cualitativa de lo que
esta ocurriendo en cada uno de los experimentos realizados. Las reacciones
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quimicas implicadas y los cambios colorimétricos fueron tomados de (Clark,
Chemguide, 2009).

Los iones de Co (ll) forman en solucién acuosa iones de cobalto (II) hexahidratado
como se muestra en la ecuacion 24 de color rosa.

Co(ID) + 6H,0 = [Co(H0 )6]** 000 (24)

(rosa
Cuando se adicionan una pequefia cantidad de amonio a la solucion que contiene
los cationes de cobalto, los hidrogeniones son sacados afuera del ion
hexahidratado de cobalto (II) para formar una especie neutra como se muestra en
la ecuacion 25.

[Co(H,0 )6]**

+ 2(NH3) = [Co(H,0),(0H),]** , +2NH," (25)

(rosa) (azul verdoso

Cuando se adiciona un exceso de amonio, este desplaza por completo las
moléculas de agua como ligando para formar complejos de cobalto (II) como se
observa en la ecuacion 26.

[Co(H,0 )]** + 6(NH;) = [CO(NH3)6]2+(maW6n) + 6(H,0 ) (26)

(rosa)
En la Figura 8 se describen los cambios colorimétricos que se observan tras las
adiciones sucesivas del ligando amonio hasta desplazar por completo las
moléculas de agua. Para los complejos de cobalto (II) hexahidratado se observan
coloraciones rosadas, con las adiciones de pequefias cantidades del ligando
amonio la solucién acuosa empieza a tornarse de color verde azulado hasta
alcanzar una coloracion marrén con la adicion de este ligando en exceso.

small amount an exXCess
Dfammunla Dfammoma

[Co(Hz0)6]%* | [Co{H2004(0H)2] [ Co(NHz)g 12+
ammaonia acting ligand exchange
as a base reaction

Figura 8. Cambios colorimétricos para la adicion del ligando amonio en una
solucion acuosa de cobalto (II) hexahidratado. Tomado de (Clark,
Chemguide, 2009)

El complejo de hexamino cobalto (Il) puede ser facilmente oxidable al complejo de
cobalto (lll) correspondiente. Esta oxidacion ocurre rapidamente y puede
observarse una coloracién rojiza — marrén oscura como se observa en la Figura 9
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leave o
stand in air
—_—l

[ Co(NHz)g 1%+ [ Co(NHz)g 13+

oxidation
Figura 9. Cambios colorimétricos para la oxidacion del complejo de hexamino
cobalto (I1). Tomado de (Clark, Chemguide, 2009)

Esta oxidacion puede ocurrir con el aire o con la adiciébn de agentes oxidantes
como el peréxido de hidrogeno. La oxidacion con peréxido de hidrégeno ocurre de
manera rapida y muestra los mismos cambios colorimétricos vistos en la Figura 9.
La reaccion implicada en este proceso de oxidacion se observa en la ecuacion 27.

2[Co(NH3)6]2+(marrén) + H,0, = 2[Co(NH3)6]3+(mﬁzo oscuroy T 20H™ (27)
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2.3 Objetivos

Objetivo General

Implementar y estandarizar una metodologia y un protocolo para los estudios de
especiacion quimica de complejos organometélicos en fase acuosa por medio de
espectroscopia UV — VIS en la universidad ICESI.

Objetivos Especificos

Escoger un estudio de especiacién quimica de un metalocomplejo conocido y
publicado en la literatura quimica

Reproducir este estudio de especiacién quimica utilizando la técnica UV- VIS
Analizar los resultados obtenidos para determinar la especiacion quimica a
nivel cuantitativo y cualitativo por medio de este estudio espectroscépico.
Escribir protocolos para la aplicacion del método en el grupo de investigacion
Weston
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2.4 Metodologia Utilizada

La metodologia usada es la espectroscopia UV — VIS estandar utilizando el equipo
Shimadzu UV — 1800 disponible en la facultad de ciencias naturales de la
universidad ICESI.

El punto de partida para la implementacion de una metodologia que permitié la
determinacidén cuantitativa de especies organometélicas en fase acuosa con la
ayuda de la técnica UV — VIS fue la tesis de maestria realizada por Juanita
Aguilar sobre el “Estudio de la Esfera de Coordinacion de la Superoxido
Dismutasa de Niquel” realizado en la universidad de los Andes en el afio 2012.
Debido a que este estudio utilizd un programa computacional para la
determinacion cuantitativa de las especies presentes en un medio acuoso sobre el
cual ICESI no tiene licencia, se realizaron adaptaciones a la metodologia con el fin
de que este sea un estudio aplicable en la universidad ICESI. Los cambios
realizados para la implementacion del método se basaron en los resultados
obtenidos y reportados en (King H. C., 1971), (Tabbi, Giuffrida, & Bonomo, 2013),
(Gutiérrez, 2016) y (Skoog, Fundamentos de Quimica Analitica, 2005).

Preparacion de los Estandares de Concentraciéon Conocida

Para la determinacion UV espectroscopica inicialmente se debe preparar una
solucion patréon. Las soluciones patrén son reactivos de concentracion conocidas
con exactitud e importantes en todos los métodos volumétricos (Diaz A. C., 2002).
Estas son importantes ya que estas son utilizadas como referencia o punto de
partida al momento de hacer una valoracion o estandarizacion (Harris & Laitinen,
1982) y (Luzardo, 2011). Para su preparacion se utiliza un método directo donde
se parte de un estandar de alta pureza de concentracion conocida y se pesa una
cantidad de este compuesto en balanza analitica, se disuelve la cantidad pesada

38



con agua destilada y se completa la cantidad adicionando agua con exactitud en
un matraz aforado (Martin & Torres, 2000).

Antes de preparar todas las soluciones patréon y los estandares para realizar las
lecturas de los espectros que se obtienen a través de la técnica UV — VIS, se
deben mitigar todas las posibles causas que pueden causar interferencias. Las
interferencias ocasionan desviaciones a los resultados esperados que
imposibilitan la determinacion cuantitativa de los complejos organometalicos en
este estudio. Algunas causas de interferencia se le atribuyen a los materiales
sucios ya que estos pueden contener residuos de particulas que absorben en la
region UV — VIS. Para disminuir el riesgo de contaminacion de los estandares y las
muestras se deben realizar lavados a todos los materiales con agua destilada con
el fin de purgar el material y se debe en todos los casos trabajar con material
limpio.

De lo anterior surge otra causa de interferencias y es el uso del agua potable para
el lavado de los materiales y la preparacion de las muestras. El agua potable
contiene minerales y diferentes iones como cloruros, nitratos, nitritos, calcio
magnesio, fosfato, arsénico entre otros ademas de gérmenes y patdégenos (Amini,
y otros, 2008). La mayoria de los iones de los metales de transicion absorben en
la regidn ultravioleta visible y sus espectros estan formados por picos de absorcion
caracteristicos, bien definidos (Garcia T. , 2003). Con el fin de eliminar esta fuente
de interferencia los lavados y la preparacion de los estandares y las muestras se
deben realizarse con agua destilada obtenida por procesos de purificacion con el
fin de eliminar esta posible fuente de contaminacion.

Después de mitigar todas las posibles causas de error se debe preparar la
solucién patrén y a partir de ésta solucion se preparan los estandares que son
disoluciones del analito de estudio de concentracién conocida y los cuales deben
cubrir un intervalo adecuado de concentraciones para medir la sefial analitica
proporcionada por los mismos (Martin & Torres, 2000). Estas soluciones se
obtienen a través de la técnica de diluciébn que consiste en una reduccion de la
concentracion de una sustancia quimica que se encuentra presente en una
disolucién buscando disminuir la cantidad de soluto presente en una unidad de
volumen (Cedrén, Landa, & Robles, 2011). Para la preparacién de las diluciones,
se debe tomar una cantidad de volumen para preparar soluciones estandar de
bajas concentraciones con el fin de que se cumpla la ley de Lambert — Beer y se
hagan cuantificables los resultados obtenidos. Para mitigar errores en la toma de
los volumenes se deben utilizar materiales volumétricos ya que brindan mayor
exactitud y precisién en las mediciones y resultados.

Se prepararon ademas, las diluciones de los reactivos de peroxido de hidrégeno e
hidroxido de amonio que se usaron en este proyecto de investigacion, ya que los
que se encuentran disponibles en la facultad de ciencias naturales de la
universidad ICESI, estan a concentraciones elevadas lo que puede dificultar
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observar cambios en los espectros de absorcidn sucesivos, ya que el cation
metélico de cobalto que se encuentra en bajas concentraciones en la solucién
acuosa, reaccionaria de manera rapida con los reactivos adicionados.

Barrido para las soluciones de cloruro de cobalto a través de la técnica UV
VIS

Los barridos de absorcion son muy importantes ya que a través de estos se
determinan las longitudes de onda y absorcion maxima de los complejos que se
encuentran en estudio. El espectrofotometro UV — VIS permite la determinacion
cuantitativa de complejos organometélicos una vez obtenida la longitud de onda
maxima de los complejos y la aplicacion de la ley de Lambert Beer. (Skoog,
Andlisis Instrumental 5ta Edicién, 2005). La obtencion de los barridos de absorcion
y la posterior determinacion cuantitativa de los complejos organometalicos puede
presentar interferencias asociadas al uso del equipo e incluso a la ley de Lambert
— Beer.

Las interferencias a la ley de Lambert Beer se asocian a las concentraciones en
las que se trabajan la solucion patrén y los estandares de concentracién conocida.
La ley de Lambert Beer solo se hace aplicable a soluciones. Cuando las
soluciones tienen una concentracion elevada, el grado de las interacciones soluto
— solvente y soluto — soluto puede afectar al analito modificando su capacidad de
absorcion. Las interacciones soluto — soluto modifican la capacidad de las
especies del analito para absorber la radiacion de una longitud de onda
determinada. Es por esto que todas las soluciones (solucion stock y los
estandares) fueron preparados a bajas concentraciones.

Las interferencias asociadas al equipo son diferentes, algunas de las mas
importantes se nombran a continuacion:

e Radiacion policromatica: La radiacion policromética puede afectar los
resultados obtenidos de la muestra debido a la distribucién continua de las
longitudes de onda para esta radiacion. Una de las maneras de mitigar este
error es con el uso de radiacion monocromética o a través del uso de un filtro
que permita seleccionar la longitud de onda de interés para la determinacion
cuantitativa (Skoog, Fundamentos de Quimica Analitica, 2005).

e Radiacion parasita: la radiacion que emerge del monocromador puede estar
contaminada con pequefas cantidades de radiacion dispersa proveniente de
un instrumento que esta fuera de la banda de longitud de onda seleccionada
que puede incurrir en un error negativo de las lecturas de absorbancia. Dado
gue la radiacion parasita puede causar desviaciones importantes cuando se
trabaja a concentraciones altas y longitudes de trayectoria grandes, para
mitigar esta interferencia se usan soluciones de concentraciones bajas y
longitudes de trayectoria cortas (No superior a 1 cm) (Skoog, Holler, & Crouch,
Principios de Analisis Instrumental Sexta Edicion, 2009).
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e Celdas desajustadas: Se debe asegurar ajustar correctamente las celdas con
el fin de mitigar este error ademas de usar solo una celda y mantenerla en la
misma posicion tanto para el blanco como para el analito (Skoog, Holler, &
Crouch, Principios de Andlisis Instrumental Sexta Edicion, 2009).

Ademas de lo anterior, otra manera de mitigar los errores en las lecturas del
equipo es a partir de la solucion blanco. Un blanco ejerce un control en las
mediciones espectrofotométricas aseguranddse que la cuantificacion sea Unica y
exclusivamente del complejo organometélico en estudio. Para la preparacion del
blanco se tienen en cuenta todos los reactivos usados tratados de la misma
manera que el analito esto con el fin de disminuir al maximo interferencias en las
lecturas del equipo y analizar solo el complejo organometalico en estudio (Caba,
2003). En este caso el blanco corresponde a agua destilada.

Preparacion de la Solucién Patron o Solucién Stock de Cloruro de Cobalto
Hexahidratado 0.2000 M

Pesar con £ 0.0001 g de exactitud en la balanza analitica, 1.1897 g de cloruro de
cobalto (II) hexahidratado de calidad analitica en un beaker de 50.0 £ 2.5 mL de
exactitud y disolver esta cantidad en 5.0 mL de agua destilada aproximadamente
con ayuda de la varilla de agitacion. Transferir la solucién anterior a un matraz
aforado de 25.00 £ 0.08 mL de exactitud con ayuda de la varilla de agitacion y
realizar lavados sucesivos al beaker (mas de tres lavados), asegurandose de
transferir completamente la solucion de cloruro de cobalto (Il) hexahidratado al
matraz teniendo precaucién de no pasarse del enrase. Esto se hace con el fin de
transferir completamente la cantidad pesada de cloruro de cobalto (ll)
hexahidratado al matraz aforado. Enrazar la solucion preparada hasta el aforo del
matraz con agua destilada. Rotular la solucién formada con el fin de que pueda ser
identificada (Nombre, Concentracion, fecha y quien la preparo).

Preparacion de los Estdndares de Concentracion Conocida a Partir de la Solucion
Patrén de Cloruro de Cobalto (1) Hexahidratado 0.2000 M

Transferir con ayuda de materiales volumétricos (micropipeta de 1000 — 10000 +
60 pL de exactitud y micropipeta de 100 — 1000 = 6 pL de exactitud) los
volumenes calculados y reportados en el anexo 2 a matraces aforados de 10.0 £
0.025 mL de precision y completar el volumen con agua destilada hasta la linea
del aforo sin pasarse. Marcar los matraces aforados en orden ascendente del 1 al
6 de acuerdo a las concentraciones descritas en el anexo 2 con fecha de
preparacion y quien lo preparé.
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Preparacién de la Solucion de Peroxido de Hidrégeno al 4% a partir de Solucion
de Peroxido de Hidrogeno al 30%

Transferir con ayuda de materiales volumétricos (micropipeta Brand de 1000 —
10000 + 60 pL de exactitud) con la mayor exactitud posible, las cantidades
calculadas y reportadas en el anexo 2 para la preparacion de la dilucion de
peroxido de hidrogeno al 4% a partir de una solucion de peréxido de hidrégeno al
30%. Transferir la cantidad calculada a un matraz aforado de 50.00 £ 0.05 mL de
exactitud y completar el volumen con agua destilada hasta la linea del aforo sin
pasarse. Marcar el matraz aforado para que pueda ser posteriormente identificado.

Preparacion de la Solucion de Hidroxido de Amonio al 4.00% a partir de Solucion
de Hidroxido de Amonio al 29.54%

Transferir con ayuda de materiales volumétricos (micropipeta Brand de 1000 —
10000 + 60 pL de exactitud) con la mayor exactitud posible, las cantidades
calculadas y reportadas en el anexo 2 para la preparacién de la dilucion de
hidroxido de amonio al 4.00% a partir de una solucién de hidréxido de amonio al
29.54%. Transferir la cantidad calculada a un matraz aforado de 50.00 + 0.05 mL
de exactitud y completar el volumen con agua destilada hasta la linea del aforo
sin pasarse. Marcar el matraz aforado para que pueda ser posteriormente
identificado.

Barrido de Absorcion para la Determinacion de Onda Maxima y Curva de
Calibracion

Encender el espectrofotometro SHIMADZU UV - 1800. Abrir el programa UV —
Probe para realizar todas las mediciones espectrofotométricas.

Realizar la correccién de la linea base con el blanco que se va a utilizar para cada
medicién en un rango de 250 — 800 nm. En ambos casos, el blanco para la
medicion de los estados de oxidacion y para la especiacion es agua purificada.
Esto se realiza con el fin de eliminar posibles interferencias y disminuir el ruido del
equipo.

Una vez realizada la correccion de linea base, realizar un barrido de absorcion
entre los 250 y 800 nm usando el blanco y el estandar de mayor concentracion de
cloruro de cobalto (II) hexahidratado utilizando celdas de cuarzo para esta
medicién. Una vez determinada la longitud de onda maxima del metalocomplejo
en estudio, realizar la curva de calibracion con los estandares de cloruro de
cobalto (I) hexahidratado de concentracion conocida preparados con anterioridad.
Para ello: Seleccionar la longitud de onda maxima. Utilizar dos celdas de cuarzo
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para el espectrofotometro, una para el blanco y otra para las muestras. Purgar las
celdas 3 veces con la solucién blanco (que en este caso corresponde a agua
purificada), llenar ambas celdas con esta solucién y secar las paredes externas
con papel absorbente. Colocar las celdas que contienen el blanco dentro del
espectrofotometro y cerrarlo, esperar 15 segundos a que se estabilice el equipo y
presionar el auto zero. Dejar fija dentro del equipo una de las celdas que contiene
el blanco y sacar la celda donde se va a colocar la muestra, pargarla tres veces
con la solucién estandar con la cual se va a iniciar la medicién (solucion de menor
concentracion), llenar la celda y secar las paredes con papel absorbente, colocar
la celda en el espectrofotometro, cerrarlo y realizar el barrido y la lectura de la
absorbancia indicada por el instrumento; Sacar la celda que contiene la solucion
estandar, desecharla y repetir el procedimiento anterior. No desechar la celda que
contiene el blanco ya que esta sirve para las siguientes lecturas. Se debe recordar
empezar las mediciones con los estandares de menor concentracion y finalizar
con los estandares de mayor concentracién con el fin de disminuir errores en los
resultados obtenidos.

Cuantificacion de los Complejos Organometalicos Formados de acuerdo al
Numero de Oxidacién con la Adicion de Peroxido de Hidrégeno al 4.00%

Preparar una solucién de cloruro de cobalto (II) hexahidratado de concentracion
0.080 M en un matraz aforado de 10.00 + 0.025 mL de exactitud. La preparacion
de esta solucion se puede hacer por dos métodos: El primer método es pesar una
cantidad del reactivo de cloruro de cobalto (II) hexahidratado de grado analitico y
diluirlo en un volumen de agua purificada hasta alcanzar la concentracion deseada
y el otro método es obtener la concentracién deseada a partir de la solucién stock
previamente preparada a través de la técnica de la dilucion. En este caso, se
tomaron 4.00 mL de la solucion patrén de cloruro de cobalto (II) hexahidratado con
una micropipeta de 1000 — 10000 + 60 pL de exactitud y se transfirié6 a un matraz
aforado de 10.0 + 0.025 mL. Después de transferir la solucion, se completd el
volumen con agua destilada teniendo cuidado de no pasarse de la linea de aforo.
Se rotula la solucion preparada con el fin de ser posteriormente identificada.

Para las mediciones en el espectrofotometro: Sacar la celda donde se va a
colocar la muestra de cloruro de cobalto (Il) hexahidratado 0.080 M, purgar la
celda tres veces con la solucion previamente preparada y desechar
completamente el contenido de la celda. Llenar la celda con 2.50 mL de esta
solucion con ayuda de una micropipeta 1000 — 10000 + 60 pL de exactitud y secar
las paredes de la celda con papel absorbente. Colocar la celda en el
espectrofotometro, cerrarlo e iniciar la lectura del barrido de absorcion y de la
absorbancia a través del instrumento; sacar la celda que contiene la muestra de
cloruro de cobalto (Il) hexahidratado de concentracion 0.080 M y adicionar sobre
esta, 0.10 mL de perdxido de hidrogeno de concentracion 4.00 % con la ayuda de
una micropipeta de 100 — 1000 £ 6 pL de exactitud y agitarla teniendo cuidado de
no derramar la solucion por fuera de la celda, colocar la celda nuevamente dentro
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del espectrofotometro, cerrarla y realizar nuevamente las mediciones del barrido
de absorcion y la lectura de las absorbancias indicadas por el instrumento. Repetir
el procedimiento anterior adicionando los 0.1 mL de peréxido de hidrégeno al
4.00% y tomando las mediciones del barrido de absorcién y las absorbancias por
cada adicion del reactivo hasta que se alcance el limite de la celda.

Cuantificacion de la Formacion de Complejos Organometalicos con la Adicién de
Hidréxido de Amonio al 4.00%.

Utilizar la solucién de cloruro de cobalto (Il) hexahidratado 0.080 M previamente
preparada. Para las mediciones en el espectrofotometro sacar la celda donde se
va a colocar la muestra de cloruro de cobalto (II) hexahidratado 0.080 M, purgar
tres veces la celda con la solucidbn previamente preparada y desechar
completamente el contenido de la celda. Llenar la celda con 2.50 mL de esta
solucion con ayuda de una micropipeta 1000 — 10000 + 60 pL de exactitud y secar
las paredes de la celda con papel absorbente. Colocar la celda en el
espectrofotometro, cerrarlo e iniciar la lectura del barrido de absorcion y de la
absorbancia a través del instrumento; Sacar la celda que contiene la muestra de
cloruro de cobalto (II) hexahidratado de concentracion 0.080 M y adicionar sobre
esta 0.02 mL de hidréxido de amonio de concentracion 4.00% con la ayuda de
una micropipeta de 2 — 20 £+ 0.16 pL de exactitud y agitar la celda teniendo
cuidado de no derramar la solucién por fuera de ésta. Como la reaccion entre
cloruro de cobalto (II) hexahidratado y el amoniaco produce un precipitado de color
azul verdoso, se filtra la solucién en la celda con ayuda de una jeringa de 5 mL y
un filtro de 0,2 um y se coloca la celda nuevamente dentro del espectrofotometro,
se cierra y se realizan nuevamente las mediciones del barrido de absorcion y la
lectura de las absorbancias indicadas por el instrumento. Se repite el
procedimiento anterior adicionando los 0.02 mL de hidréxido de amonio al 4.00% y
tomando las mediciones del barrido de absorciéon y las absorbancias por cada
adicién del reactivo recordando filtrar la solucién por cada adicién de hidréxido de
amonio al 4.00%.
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2.5 Resultados y Discusién

Con el barrido de absorcion se determind la longitud de onda maxima a la cual
absorbe el cloruro de cobalto (Il) hexahidratado y el resultado obtenido fue el
siguiente:

Amax [CoCl,(H,0 )g]*t=510 — 512 nm

Con la longitud de onda maxima hallada se determinaron las absorbancias para
los estandares de concentracién conocida de cloruro de cobalto (II) hexahidratado
reportadas en la Tabla 3 y se realiz6 la grafica 1, que es la curva de calibracién
del cloruro de cobalto (ll) hexahidratado. Esta gréfica relaciona la absorbancia
reportada por el equipo UV en funcion a la concentracibn de cada estandar
preparado. Con la curva de calibracién se obtuvo una ecuacion de la linea recta,
gue permite cuantificar los resultados obtenidos a partir de la ley de Lambert —
Beer hallando la concentracién para cada una de las absorbancias obtenidas.

Tabla 3. Absorbancia para los estandares de concentracién de cloruro de cobalto
(I1) hexahidratado

Estandar Concentracioén Absorbancia
(mol/L)
1 0.0100 0.046
2 0.0250 0.117
3 0.0500 0.221
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Gréafico 1. Curva de calibracion para los estandares de cloruro de cobalto (I1)
hexahidratado de concentracion conocida

Un espectro de absorcion muestra la cantidad de energia maxima absorbida por
una especie quimica, en este caso correspondiente al cation metélico de cobalto
(I (Suzuki, 1967). Estos espectros son representaciones graficas que muestran la
cantidad de energia absorbida en funcion de la longitud de onda para cada
especie quimica (King G, 1965). Para el caso de cloruro de cobalto (Il)
hexahidratado la maxima absorcién en el espectro UV — VIS corresponde a 510
nm. La determinacion de esta longitud de onda permitidé la construccién de una
curva de calibracion a partir de las lecturas de absorbancia realizadas a
estandares de concentracion conocida a los cuales se les variaba la concentracion
(Dorsal & Villanueva, 2008). Los resultados de absorbancia con respecto a la
concentracion se observan en la tabla 3 y su respectiva curva de calibracion se
representa en el grafico 1.

A partir de la curva de calibracion, se obtienen las concentraciones para las
muestras problema que se desean analizar y, por tanto, es de gran importancia
obtener una ecuacion de la linea recta que pueda ser utilizada como modelo
matematico (Dorsal & Villanueva, 2008). Las ecuaciones 27 y 28 describen la
cuantificacion de este trabajo de investigacion a partir de la ley de Lamber - Beer.
Para verificar si el modelo matematico obtenido es fiable, se tiene en cuenta el
coeficiente de determinacion, el cual, es un parametro estadistico que indica la
fiabilidad del modelo estimado. Los valores cercanos a uno indican fiabilidad en el
modelo matematico obtenido (Garcia, 2002). EI coeficiente de determinacién
obtenido para la curva de calibracion de cloruro de cobalto (II) hexahidratado fue
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de 0.997, lo que significa que los resultados obtenidos en este proyecto de grado a
partir de este modelo matematico son confiables.

La ley de Lambert — Beer y la ecuacion de la linea recta se relacionan
directamente como se observa en las ecuaciones 28 y 29.

= ¢ (28)
= X +b(29)

La absorbancia (A) se relaciona directamente en la ecuacion de la linea recta con
la ordenada Y, el coeficiente de absortividad molar y la longitud de la celda (eB)
se relacionan directamente con la pendiente (m) y la concentracion (C) se
relaciona directamente con la ordenada X. Despejando X de la ecuacion de la
linea recta y con la relacion anterior se puede determinar la concentracion de las
especies en solucién como se observa en las ecuaciones 30 - 32. Entonces:

Y = 4.9289X — 0.0099 (30)

Y+0.0099
4.9289

X =

(31)

C = A+0.0099 (32)
4.9289

La muestra de célculos para la determinacion de la concentracion de cloruro de
cobalto (I) hexahidratado a partir de la curva de calibracion obtenida se observa
en el anexo 3. En la Tabla 4 se obtuvieron las concentraciones para cada adiciéon
sucesiva de peréxido de hidrégeno al 4.00% el cual actia como agente oxidante.
Estas concentraciones fueron calculadas a partir de la absorbancia obtenida
experimentalmente y la muestra de calculos puede ser observada en el anexo 3.
El gréfico 2 muestra la relacién de la concentracion con cada adicidén sucesiva de
peréxido de hidrégeno al 4.00% sobre la muestra acuosa de cloruro de cobalto Il
hexahidratado.

Tabla 4. Concentracion para la muestra de [CoCl,(H,0 )¢]** con cada adicion
sucesiva de peroxido de hidrogeno al 4.00%

Muestra | Adicién sucesivade H2024% | Absorbancia | Concentracion
(M)
1 [CoCl,(H,0)¢]*t + 0mL H,0, 0.361 0.0753
2 [CoCl,(H,0)¢]?t + 0.1mL H,0, 0.345 0.0720
3 [CoCl,(H,0)¢]?" + 0.2mL H,0, 0.331 0.0692
4 [CoCl,(H,0)¢]?T + 0.3mL H,0, 0.317 0.0663
5 [CoCl,(H,0)¢]?T + 0.4mL H,0, 0.306 0.0641
6 [CoCl,(H,0)¢]?T + 0.5mL H,0, 0.296 0.0621
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7 [CoCl,(H,0)e]?* + 0.6 mL H,0, 0.285 0.0598
8 [CoCl,(H,0)e]?* + 0.7 mL H,0, 0.275 0.0578
9 [CoCl,(H,0)e]?* + 0.8 mL H,0, 0.265 0.0558
10 [CoCl,(H,0)4]?* + 0.9 mL H,0, 0.256 0.0539
11 [CoCly(Hy0 )62 + (Hp04) oxe 0.250 0.0527
12 [CoCly(Hy0 )62t + (Hp02) oxe 0.241 0.0509
13 [CoCly(Hy0 )6]?t + (Hp04) oxe 0.234 0.0495

Concentracion vs Adiciones Sucesivas de
0.0800 Peréxido de Hidrégeno
00700 = L g
'EE 0.0600 gy g
S 0-0500 o M Concentracié
g 0.0400 n (mol/L)
g 0.0300
§ 0.0200
0.0100
0.0000
0 5 10 15
Adiciones Sucesivas de 0.1mL Peroxido de Hidrégeno

Gréfica 2. Cambios en la concentracion de [CoCl,(H,0 )¢]**con respecto a las
adiciones sucesivas de peroxido de hidrégeno al 4.00%

Al adicionar perdxido de hidrogeno al medio se cumple la siguiente reaccion en el
equilibrio visto en la ecuacién 33:

H.0,
[CoCl,(H,0 )6]2+ = [CoCl,(H,0 )6]3+(azul) (33)

(rosa)

Teniendo en cuenta que cada adicién sucesiva de perdxido de hidrégeno oxida al
complejo de un estado de oxidacion (Il) a un estado de oxidacion (lll), se puede
determinar la cantidad de cada estado de oxidacion en medio acuoso por la
pérdida de cloruro de cobalto (II) hexahidratado y la diferencia entre un estado
inicial y un estado final. La cuantificacion a nivel porcentual permite la
determinacion de ambos estados de oxidacion en el equilibrio tras cada adicion del
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agente oxidante. La cuantificacion para los diferentes estados de oxidacion para el
cobalto se observan en la muestra de calculos en el anexo 3.

En la Tabla 5. Se observan los resultados obtenidos para los diferentes estados
de oxidacion también visualizados en la Gréfica 3.

Tabla 5. Resultados para los diferentes estados de oxidacion del cobalto.

Muestra | Concentracion | Concentracion % %
[CoCl,(H,0 )6]*"| [CoCLy(H20 )63 [CoCly(H20 )6]**| [CoCly(H0 )6]*Y
(M) (M)

1 0.0753 0 100 0
2 0.0720 3.30 1073 95.62 4.38
3 0.0692 6.10 * 1073 91.90 8.10
4 0.0663 9.00 x 1073 88.05 11.95
5 0.0641 0.0112 85.13 14.87
6 0.0621 0.0132 82.47 17.53
7 0.0598 0.0155 79.42 20.58
8 0.0578 0.0175 76.76 23.24
9 0.0558 0.0195 74.10 25.90
10 0.0539 0.0214 71.58 28.42
11 0.0527 0.0226 69.99 30.01
12 0.0509 0.0244 67.60 32.40
13 0.0495 0.0258 65.74 34.26
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Gréfica 3. Estados de oxidacion de cobalto en medio acuoso después de la

adicion sucesiva de peroxido de hidrogeno al 4.00%
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Los barridos de absorcidn realizados para cada adicidon sucesiva de peréxido de
hidrégeno a la matriz acuosa que contiene cloruro de cobalto (II) hexahidratado se
observa en la Figura 10.
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Figura 10. Barrido de absorcion que relaciona absorbancia con longitud de onda
para [CoCl,(H,0 )¢]** entre los 400 — 600 nm

Con la curva de calibracién se logro la determinacién de los diferentes estados de
oxidacion para el cation metdlico de cobalto. Como se ha descrito con
anterioridad, los estados de oxidacibn mas comunes para el cobalto son Co (Il) y
Co () (Thorpe & Thorpe, 2009). El ion de cobalto (II) no se encuentra en
soluciones acuosas como un ion libre sino que se encuentra formando un
complejo con 6 moléculas de agua (Clark, 2009). El cloruro de cobalto (ll)
hexahidratado es una especie estable a temperatura ambiente y por lo general, la
oxidacién de este complejo con oxigeno molecular o con agentes oxidantes como
el peréxido de hidrégeno da lugar a complejos de cobalto (1ll) (Zaldivar & Cornejo,
2011). En medio acuoso, al adicionar el agente oxidante, coexisten ambos
estados de oxidaciéon en la matriz acuosa donde las especies de Co (Il) son
facilmente oxidables para dar lugar a la formacion de especies con un estado de
oxidacion (Ill) (Nicholls, 1973). En este estudio se pudo observar la formacion de
ambos estados de oxidacion en la matriz que contenia la muestra de cloruro de
cobalto (ll) hexahidratado. En la Tabla 4 se observa la disminucién de la
absorbancia de la especie cloruro de cobalto (II) hexahidratado después de cada
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adicién sucesiva de peréxido de hidrogeno. Esta disminucion en la absorbancia
puede relacionarse de manera directa con la concentracion, comportamiento
observado en la gréafica 2, donde se da la disminucién de la concentracion de la
especie de cloruro de cobalto (Il) por cada medicion de absorbancia con el
espectrofotometro UV. A medida que se adicionaba cada gota de peroxido a la
celda que contenia la solucion de cloruro de cobalto (1) hexahidratado, se iniciaba
la formacion de la especie de [CoCl,(H,0)¢]** y cuanto mayor era la
concentracion del agente oxidante en la misma celda, se disminuia en una mayor
proporcion la cantidad de [CoCl,(H,0 )4]**, que es un indicativo de la coexistencia
de ambos iones en la matriz acuosa como se observa en la tabla 5. La grafica 3
muestra ambos estados de oxidacion en equilibrio donde el Co (ll) representado
en rojo disminuye a medida que aumenta la concentracion de Co (lll)
representado en azul. El peréxido de hidrégeno en el medio acuoso, cede 2
electrones a la especie de Co (Il) causando un aumento en el estado de oxidacion
de esta especie, comportamiento observado con anterioridad.

El barrido de absorcion observado en la Figura 10 muestra la disminucién de la
especie de [CoCl,(H,0)4]?t con la adicion de perdxido de hidrégeno,
determinado una misma longitud de onda (510 nm). Cada color en el barrido de
absorcion, representa la disminucion en la absorbancia de cloruro de cobalto (II)
hexahidratado en algunas mediciones tomadas después de las adiciones de
peréxido de hidrégeno al medio acuoso que contenia el complejo de Co (Il). Dado
gue se cumple la linealidad ley de Lambert — Beer para este ensayo, la
disminucién de la absorbancia en el barrido, muestra la proporcionalidad con la
concentracion, soportando los resultados obtenidos en este proyecto de
investigacion. Se realiz6 un barrido de absorcién para la determinacion de la
longitud de onda maxima para la especie de Co (lll). Este barrido se hizo
indetectable en la region de los 190 — 800 nm dado que los complejos de Co (ll)
absorbian en la regiéon UV en la cual absorben todo tipo de moléculas incluyendo
el agua. Dado esto, la determinacion de Co (Ill) podia verse como la disminucion
de Co (ll) en el barrido de absorcion en la misma Figura 10.

En la determinacion del acomplejamiento del cloruro de cobalto (Il) hexahidratado
usando como ligando amoniaco se usé la misma longitud de onda de absorcion
maxima ya que se trataba de la misma molécula en estudio y se uso6 la misma
curva de calibracion obtenida con anterioridad ya que el estudio podia seguir los
mismos parametros iniciales anteriores. En el anexo 4 se observa la muestra de
calculos obtenida para la determinacion de la concentracion de cloruro de cobalto
(I hexahidratado para cada medicién tomada tras la adicion de hidroxido de
amonio al 4.00%.

La concentracion en todos los casos, al igual que en el estudio de los estados de
oxidacion de cobalto, es molar. En la Tabla 6 se obtuvieron las concentraciones
para cada adicion sucesiva de hidroxido de amonio al 4.00%, el cual se acompleja
con el cation metalico de cobalto (Il). Estas concentraciones se obtuvieron a partir
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de la absorbancia como se observa en la muestra de calculos del anexo 4. El
grafico 4 muestra la relacion de la concentracién con cada adicién sucesiva de
hidroxido de amonio sobre la muestra acuosa de cloruro de cobalto I
hexahidratado.

Tabla 6. Concentracion para la muestra de [CoCl,(H,0 )¢]** con cada adicion
sucesiva de hidréxido de amonio al 4.00%

Muestra | Adicién sucesivade NH,OH 4% | Absorbancia | Concentracion
(M)
1 [CoCl,(H,0)¢]?t + 0 mL NH,OH 0.369 0.0769
2 [CoCl,(H,0)6]? + 0.02mL NH,0H 0.348 0.0726
3 [CoCl,(H,0)¢]?t + 0.04 mL NH,OH 0.303 0.0635
4 [CoCl,(H,0)¢]?t + 0.06 mL NH,OH 0.264 0.0556
5 [CoCl,(H,0)e]?" + 0.08 mL NH,OH 0.225 0.0477
6 [CoCl,(H,0 )¢]?T + 0.10 mL NH,OH 0.187 0.0399
7 [CoCl,(H,0 )] + (NHLOH) gy 0552 | @ -
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Gréfica 4. Cambios en la concentracion de [CoCl,(H,0 )¢]**con respecto a las
adiciones sucesivas de hidroxido de amonio al 4.00%

Al adicionar hidréxido de amonio a bajas concentraciones a la solucion acuosa
que contiene el cloruro de cobalto hexahidratado se cumplen las reacciones de
equilibrio en las Ecuaciones 10 — 23. Teniendo en cuenta que cada adicion
sucesiva de hidréxido de amonio puede generar especies diferentes a la inicial, se
puede determinar la concentracion y el porcentaje de las especies diferentes que
se formaron en medio acuoso a partir de la pérdida de cloruro de cobalto (I1)
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hexahidratado y la diferencia entre su estado inicial y un estado final. Una vez
determinadas las concentraciones para las especies que se formaron en el medio
acuoso y conociendo la concentracion del ligando adicionado, se pueden calcular
las constantes de formacién de complejos para las especies que se formaron en
solucion acuosa. En la Tabla 7 se observan los resultados obtenidos para la
concentracion de las especies formadas en solucién acusa.

Tabla 7. Resultados obtenidos para la concentracion de la especiacion de
complejos de cobalto (II) en medio acuoso

Muestra | Concentracién | Concentracion % %
[CoCl,(H,0)¢]%*Y Complejo (M) | [CoCl,(H,0 )¢]**| Complejo formado
(M)
1 0.0769 0 100 0
2 0.0726 4301073 94.41 5.59
3 0.0635 0.0134 82.57 17.43
4 0.0556 0.0213 72.30 27.70
5 0.0477 0.0322 58.13 41.87
6 0.0399 0.0370 51.89 48.11

A partir de la Tabla 7 y por medio de la ecuacion 8 se pueden determinar las
constantes de formacién de complejos. Estas constantes calculadas para la
formacion de complejos de cobalto (II) fueron reportadas en la Tabla 8.

Tabla 8. Constantes de estabilidad calculadas para los complejos de cobalto (ll)

formados
Muestra Concentracion | Concentracion | Concentracion | Constantes | Log
[CoCl,(H,0)¢)*t Complejo Ligando (M) de (K)
(M) Formado (M) estabilidad
(K)
obtenidas
1 0.0769 0 2.067 | e | e
2 0.0726 4301073 2.067 0.0267 1.063
3 0.0635 0.0134 2.067 0.1033 1.269
4 0.0556 0.0213 2.067 0.1156 1.305
5 0.0477 0.0322 2.067 0.3592 2.287
6 0.0399 0.0370 2.067 0.4147 2.598
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En la Figura 11 se observan los barridos de absorcion de 190 — a 800 nm
realizados para cada adicion sucesiva de hidroxido de amonio a la matriz acuosa
gue contiene cloruro de cobalto (1) hexahidratado.
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Figura 11. Barridos de absorcién para [CoCl,(H,0 )¢]** de 190 — 800 nm

Cuando se adiciona un ligando a una solucién que contiene cationes metéalicos en
fase acuosa, se empieza una serie de equilibrios en los cuales los ligandos
desplazan a las moléculas de agua para interaccionar con la primer esfera de
coordinacion de los cationes metalicos (Clark, Chemguide, 2009). En este caso, el
Co (ll) puede interaccionar con 6 moléculas de amoniaco con el desplazamiento
de las 6 moléculas de agua correspondientes (Davis, 2015). Al adicionar bajas
concentraciones del ligando (amoniaco) a la solucibn que contiene
[CoCl,(H,0 )¢]?*, se forma primero el complejo organometalico de menor nimero
de coordinacion y después, con la adicion sucesiva de amoniaco, se empieza la
formacioén de los otros complejos en solucién acuosa (Géalvez, 1998).

Este comportamiento puede ser observado en la Tabla 6 donde se observa una
disminucién en la absorbancia con respecto a las adiciones sucesivas de ligando
al sistema que contiene el cloruro de cobalto (ll) hexahidratado. Dada la
proporcionalidad entre la absorbancia y la concentracién, En la grafica 4 se
observa la disminucion de la concentracion de [CoCl,(H,0 )¢]*T cuando se
adicionan gotas de hidroxido de amonio a la solucidon que es un indicativo de que
se inicid el desplazamiento de las moléculas de agua y formacién de complejos
entre el amoniaco y el Co (ll). En la Tabla 7 se observan los porcentajes de las
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diferentes especies que se encuentran en el equilibrio cuando se adicion6 al
sistema ligando en bajas concentraciones. La adicion de amoniaco a bajas
concentraciones puede formar las diferentes especies descritas en las ecuaciones
12 — 23. Que una predomine sobre otra depende de mudltiples factores como el
pH, la temperatura y la concentracion. Al controlar la concentracion en el sistema,
se pueden dar formaciones sucesivas de complejos, formandose los complejos de
menor numero de coordinacién hasta cuando el sistema se sature y se dé la
formacion de complejos de mayor nimero de coordinacion.

Los resultados obtenidos en la tabla 7 arrojan la coexistencia de varias especies
en la solucidon acuosa. En este caso, para las reacciones involucradas entre el
cation de Co (ll) y el ligando de amoniaco en la cual existen 6 equilibrios para la
formacion de complejos, a cada complejo se le asocia una constante de
estabilidad de complejos. Se determinaron valores experimentales para las
constantes de estabilidad de los complejos formados observados en la Tabla 8
Cada constante de equilibrio es importante ya que este es un valor Unico para
cada complejo formado en la matriz acuosa. La aproximacién de estos valores
puede ser Util en la determinacion del complejo predominante que se encuentra
en el medio y que puede ser de gran utilidad en diversos campos tanto
farmacéutico como cosmético. Algunas constantes de formacién de complejos se
encuentran presentes en la lista de las constantes de estabilidad reportadas en la
IUPAC. No se encontré en ninguna base de datos constantes de formacién de
complejos para las constantes determinadas experimentalmente.

Los barridos de absorcién tomados y observados en la Figura 11 para cada
adicion de hidroxido de amonio a la solucion que contenia el cation metalico
confirmé la disminucion de la concentracién de la especie [CoCl,(H,0 )¢]** que
daba paso a la formacion de complejos de Co (lI) con ligandos de amoniaco.
Cada color representa la adicion de hidroxido de amonio al complejo y la
disminucién de la concentracion del complejo de Co (ll) con el agua.

Como se mencion6 con anterioridad, el cobalto (Il) cuando se coordina con
moléculas de agua adquiere una coloracién rosa como se observa en la Figura 12
del anexo 5. Cada adicion de hidroxido de amonio a la celda que contenia la
especie de [CoCl,(H,0)4]?t formaba un precipitado azul verdoso,
correspondiente al acomplejamiento del amoniaco con el cobalto (II) observado en
la Figura 13 del Anexo 5. A su vez, se observa un empardecimiento de la solucién
gue contiene el complejo estudiado, lo que puede atribuirse a formacion de
complejos de mayor nimero de coordinaciéon conforme se adicionaba una mayor
cantidad de amoniaco a este sistema. La adicion de una concentracion exceso de
amoniaco a esta matriz acuosa formo una solucién color marron como se observa
en la Figura 14 del anexo 5, que corresponde a la formacion del cloruro de
hexaaminocobalto (II). Al tomar los barridos de absorcién para la especie de
cloruro de hexaaminocobalto (Il) este se hizo indetectable en la region UV — VIS,
este comportamiento puede deberse a que la muestra se encontraba muy
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concentrada con la adicion de exceso de ligando y se daba la absorcion en la
region UV en la cual absorben varios componentes incluyendo el agua. Al diluir la
muestra la solucion torndé a una coloracion azul verdosa ya que se empez6 el
desplazamiento del ligando de amoniaco por el agua. Al igual que en el caso del
cloruro de hexaaminocobalto (II), se hizo indetectable el barrido de absorcién para
las especies formadas a bajas concentraciones del ligando. Esto se debe a que la
formacion del precipitado impedia lecturas adecuadas en los barridos de
absorcibn ya que las particulas disipaban la luz alterando los resultados
obtenidos. Las muestras no pudieron calentarse para obtener una solucion
homogénea ya que la temperatura afecta los equilibrios de especiacion, lo que
puede causar errores en los resultados obtenidos en este proyecto de
investigacion.
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2.5 Conclusiones

1. Los estados de oxidacién de cobalto [Co (Il) y Co (Ill)] fueron determinados a
partir de la disminucién de la concentracion de la especie de cloruro de cobalto
(I) hexahidratado y la diferencia entre un estado inicial y final. La
concentracion final para los estado de oxidacion de Co (Il) y Co (lll) obtenidos,
cuando se alcanzé el limite de la celda fue de 65.75% y 34.23%,
respectivamente, y la coexistencia de los dos estados de oxidacion en la
matriz acuosa se hizo evidente.

2. El acomplejamiento del cloruro de cobalto (II) hexahidratado con ligandos de
amoniaco se determind con la disminucion en la concentracion del cloruro de
cobalto (II) hexahidratado a partir de las adiciones sucesivas de ligando a la
matriz acuosa. Se alcanz6 un estado final donde se formaron el 48.11% de las
especies organometalicas en equilibrio con la adicién sucesiva de hidroxido de
amonio en bajas concentraciones. La adicion de hidroxido de amonio en
exceso permitio alcanzar la especie con maximo namero de coordinacién que
corresponde a la especie [Co(NH3)6Cl2]f,j,arrén).

3. La metodologia investigada y modificada para su implementacion en la
universidad ICESI, permite la determinacion cuantitativa de dos estados de
oxidacion que presenten las especies organometélicas que lo hace un método
aplicable a los estudios realizados por el grupo de investigacion Weston, ya
que los enzimas foco de este grupo de investigacion, ciclan entre dos estados
de oxidacion. ElI acomplejamiento entre cationes metélicos y ligandos también
puede ser determinado a través de esta técnica.
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2.6 Recomendaciones

1. La determinacion experimental de todos los valores de las constantes de
estabilidad para los complejos organometalicos formados entre el cation
metélico de cobalto y amoniaco como ligando es una tarea muy dificil ya que
todas las especies coexisten en cierta proporcion en la matriz acuosa. Se
recomienda la aplicacion simultanea de otras técnicas de medicibn como
espectrometria de masas, HPLC y métodos computacionales (programas como
hyperquad e HypSpec que permiten determinar las constantes de estabilidad y
la especiacion quimica) que respalden la determinacion de la especiacion de
cada uno de los equilibrios involucrados en la formacion de estas especies.

2. La reaccion entre el cloruro de cobalto (II) hexahidratado y el amoniaco forma
un precipitado de color verde azulado caracteristico de la formacién de
complejos entre ellos. Este precipitado puede afectar los resultados obtenidos
por la dispersion de luz que causa el material particulado en el
espectrofotometro UV. Se recomienda desarrollar una técnica para la
determinacién de estas especies que se formaron sin necesidad de agregar
calentamiento al sistema, ya que la temperatura, puede afectar la especiacion
de los complejos de cobalto (Il) obtenidos afectando los resultados.

3. Se presentaron muchos picos en los barridos de absorcion que indicaban que
hay mas de una especie en solucion, lo que complicaba la determinacion de
las diferentes constantes de estabilidad para cada complejo formado. Ademas,
algunas especies absorbian en la regiébn UV que afectaba los resultados
obtenidos. Se recomienda en futuros estudios aplicar un método que permita la
determinacién de los barridos de absorcion de las especies formadas en la
matriz acuosa variando la matriz acuosa por otros reactivos que permitan esta
determinacion.

4. Se recomienda en futuros estudios determinar la influencia de diferentes
factores como el pH, la temperatura y la fuerza ionica en la especiacion y
determinacién de los estados de oxidacion de especies organometalicas en
solucion acuosa, aplicando la técnica UV espectroscopica junto con otras
técnicas previamente descritas y programas computacionales.
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ANEXOS
ANEXO 1: Materiales, Reactivos y Equipos

Tabla 9. Materiales utilizados en la técnica espectroscépica UV - VIS

ITEM Cantidad

Vidrio reloj 1
Espatula metalica pequeiia 1
Micropipeta 100 - 1000 pL 1
Micropipeta 1 - 10 mL 1
Micropipeta de 2 — 20 pL 1
Puntas azules para micropipeta N/A
Puntas amarillas para N/A
micropipeta

Matraz aforado de 50 mL 2
Matraz aforado de 25 mL 2
Matraz aforado de 10 mL 8
Frasco lavador 1
Beaker 50 mL 2
Celdas de Cuarzo N/A
Gotero 1
Filtros de XX um N/A
Jeringa de 2 mL 2
Papel absorbente N/A

Tabla 10. Reactivos usados para la determinacion UV espectroscépica de
complejos organometélicos

Reactivo Cantidad (g)
Cloruro de Cobalto 29
Agua purificada C.S.p
NH4OH 28% 10 mL
H202 30% 10 mL

Tabla 11. Equipos usados en la determinacion UV espectroscépica de complejos
organometalicos

Equipos Cantidad
Espectrofotometro UV 1
Balanza analitica 1
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ANEXO 2. Muestra de Calculos Solucion Patréon, Soluciones de Per6xido de
Hidrogeno e Hidréxido de Amonio y Soluciones estandar.

Calculos parala Concentracion de la Solucion Patrén

Peso Molecular [CoCl,(H,0 )¢]** = 237.93 %

Volumen del matraz aforado = 25.0 + 0.08 mL de exactitud
Peso tedrico [CoCl,(H,0 )g]*T =

mol 237.93 g

0.2 0.025L = 1.1897
l * 1 mol * g

Concentracion [CoCl,(H,0 )¢]** experimental =
Cantidad pesada [CoCl,(H,0 )¢]** (g) =1.1895 g

1 mol [CoCl,(H,0 )e]?*

1.1 H .
895 g [CoCly(H;0 )6l * oo g [CoCl,(H,0)6]?*

=4.999 x 1073 mol [CoCl,(H,0 )¢]**

1L
4.999 x 1073 mol
2+ _ —
[CoCly(H,0)e]* =~ 0.200 M

Célculos para las Soluciones Estandar

Solucién 1. Muestra de Calculos

GV = GV,
C, = 0.200 M
V1 = X
C, =0.1000 M
V, = 10.0 mL
c,V, _ 0.1000 M * 10.0 mL — 00 mL
c, 0.200 M - o
Solucién 2.
c,V, 0.0750 M * 10.0 mL

C, 0.200 M
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Solucién 3.

C,V,  0.0500 M * 10.0 mL

c, 0.200 M = 2.50mlL
Solucién 4.
C,V,  0.0250 M * 10.0mL 25 i
c, 0.200 M - hexm
Solucion 5.
c,V, 0.0100 M * 10.0 mL
= = 0.500 mL

C, 0.200 M

Tabla 12. Cantidades a transferir de la solucién patron de cloruro de cobalto (lI)
hexahidratado 0.200 M a matraces aforados de 10.0 £ 0.08 mL de

exactitud
Solucién Concentracion (M) | Cantidad a adicionar (mL)
1 0.100 5.00
2 0.0750 3.75
3 0.0500 2.50
4 0.0250 1.25
5 0.0100 0.500

Muestra de Célculo para la Dilucion de Peroxido de Hidrégeno al 4% a Partir
de Perdxido de Hidrogeno al 30%.

iV = GV,
C;=30%
Vi=X
C,=4%
V, = 50mL

CoV, 4% * 50.0mL

C 30 % = 6.67 mL

Muestra de Calculo para la Dilucion de Hidroxido de Amonio al 4% a Partir de
Hidroxido de Amonio al 29.57%

G,V = GV,
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C, = 29.54 %

V1:X
C2=4%
V, = 25mL

GV, 4%+ 50mL
C,  29.54%

= 6.77mL

Tabla 13. Cantidad a adicionar para la preparacién de soluciones de peréxido de
hidrogeno e hidréxido de amonio al 4.00%

Reactivo Cantidad (mL)
Perdxido de Hidrégeno 6,67
Hidréxido de Amonio 6,77

1. Célculos para la preparacion de la muestra de cloruro de cobalto (Il)
hexahidratado 0.0800 M

Muestra de Célculo para la Concentracién Inicial Teorica de la Muestra Problema
de [CoCl,(H,0)¢]**

C,V, = C,V,
C, = 0.200 M
v, = X

C, = 0.080 M
V, = 10.0 mL

C,V,  0.080 M * 10.0 mL

= 4.00 mL
C, 0.200 M m

ANEXO 3 Determinacion de los Diferentes Estados de Oxidacién del Cobalto

Muestra de célculos para la determinacién de la concentraciéon de cloruro de
cobalto Il hexahidratado a partir de la curva de calibracion obtenida.

Para la muestra 1, A =0.361

Entonces:

_0.361+0.0099
N 4.9289
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Muestra de céalculos para la cuantificacion de los estados de oxidacion de
cloruro de cobalto en medio acuoso con la adicién de peroxido de hidrégeno
al 4%.

Para la muestra 2
Concentracion inicial [CoCl,(H,0 )¢]*t = 0.0753 M
Concentracion final [CoCl,(H,0 )¢]*T = 0.0720 M

Concentracion inicial [CoCl,(H,0 )g]** — Concentracion final [CoCl,(H,0 )¢]**
= Oxidacion del complejo de [CoCl,(H,0 )g]*t a [CoCl,(H,0 )¢]3t

Formaciéon [CoCl,(H,0 )¢]3t = 331073 M

[CoCl,(H,0 )6]**
0, H 3+ = 1
% [CoCly(Hz0 )] [CoCl,(H,0 )¢]?t inicial * 100
by 33*10°M
% [COCIZ(HZO)s] = m 100=4.38 %

% [CoCl,(H,0)e]?+ = 100%-4.38% = 95.62%

ANEXO 4 Determinacion del Acomplejamiento de Cloruro de Cobalto (II)
Hexahidratado Usando como Ligando Amoniaco

Muestra de calculos para la determinacion de la concentracion de cloruro de
cobalto Il hexahidratado a partir de la curva de calibraciéon obtenida.

Para la muestra 2, A = 0.348
Entonces:

_0.348 +0.0099

29289 =0.0726 M

Muestra de célculos para la cuantificacion especiacién de complejos de
cobalto con ligando de amoniaco en medio acuoso con la adicion de
hidroxido de amonio al 4%

Para la muestra 2
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Concentracion inicial [CoCl,(H,0 )¢]*t = 0.0769 M
Concentracion final [CoCl,(H,0 )¢]*T = 0.0726 M

Concentracion inicial [CoCl,(H,0 )¢]*t — Concentracion final [CoCl,(H,0 )g]**
= Concentracion Complejo de Cobalto desconocido X

[X] =0.0769 M — 0.0726 M = 4310 M

Concentraciéon complejo de cobalto X
% [X] = —— * 100
[CoCl,(H,0 )e]?t inicial

% [X]= 437107 M*100—5 59 %
o7 70,0769 M T

% [CoCl,(H,0)¢]?+ = 100%-5.59% = 94.41%

Muestra de calculos para la determinacion de las constantes de estabilidad
de los complejos formados:

(NH,] 29.54 g 1mol 0.880g 1000mL 15 263 mol
= * * * = . D —
3 100g 17.031g mL 1L L

Como se llevo a cabo una dilucion de la solucién original de concentracion 29.54%
a una concentracion de 4.00%, La concentracion del ligante en la solucién
preparada es la siguiente:

29.54% — 15.263 M
4% — X

4%+ 15.263

2954% 2.067 M

La concentracion molar del NH; al 4.00% es 2.067 M. Esta transformacion de
unidades se realiza con el fin de manejar todas las concentraciones en las mismas
unidades y aplicar la férmula previamente descrita. Una vez obtenida la
concentracion del ligando, y las concentraciones del complejo formado y el
complejo inicial se obtienen los siguientes resultados:

[CoCl,(H,0 )6]**

+ NH; = [CoNH;(H,0)sCl,]** + H,0

(rosa) (azul verdoso)

. [CoNH;(H,0 )sCL,]**
' [CoCl,(H,0 )]2* [NHs]
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X

o7 gy

L= [4.30 * 1073] — 0.0267
~ [0.0769 — 4.30 1073 ] [2.07 — 2(4.30 x 1073)]

ANEXO 5 Cambios colorimétricos para las reacciones entre cloruro de
cobalto (Il) hexahidratado con peréxido de hidrogeno e hidréxido de amonio
desarroladas en las laboratorios de la universidad ICESI

Figura 12. Cloruro de cobalto (ll) hexahidratado en solucién acuosa

Figura 13. Complejos de cobalto () tras adiciones sucesivas del ligando amonio
al medio acuoso
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Figura 14. Formacién de cloruro de hexaaminoCobalto (11)
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