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Resumen

Las especies complejas formadas en solucién acuosa entre berilio(ll) y Glicina (Gly), a-Al-
anina (a-Ala), g-Alanina (8-Ala), L-Leucina (Leu), L-Isoleucina (lle), D,L-Serina (Ser), L-Treonina
(Thr), D,L-Fenilalanina (Phe) y D,L-Metionina (Met) fueron estudiadas a 25°C en NaClO4 3.0 M
(M= mol.dm'3) como medio iénico. La aplicacién del programa computacional LETAGROP a los
datos potenciométricos experimentales, tomando en consideracion la hidrélisis del ion beri-
lio(I), variando la relacién ligando-metal (R), indica la formacién en cantidades significativas de
los complejos BeHL2*, Be3g(OH)3HL3"y Be(OH),L™ (aminoéacidos, HL) para todos los sistemas es-
tudiados. Las constantes de formacion pgr fueron determinadas. Los estudios de 'H RMN con-
firman los resultados de los estudios potenciométricos.

Palabras clave: Aminoacidos; complejos de Be(ll); constantes de estabilidad; equilibrios

en solucioén; especiacion.

Beryllium(ll) Complexes in Aqueous Solution with
Amino Acids. Part 1: Be(ll) Complexes with Glycine
and its Analogous

Abstract

The complex species formed in aqueous solution between beryllium(ll) and Glycine (Gly),
a-Alanine (a-Ala), g-Alanine (a-Ala), L-Leucine (Leu), L-Isoleucine (lle), D,L-Serine (Ser), L-
Threonine (Thr), D,L-Phenylalanine (Phe) and D,L-Methionine (Met) were studied at 25°C and
3.0MM= mol.dm‘3) ionic strength in NaClO,4. The application of the least-squares computer
program LETAGROP to the experimental data, taking into account hydrolysis of beryllium(ll)
ion, upon varying the ligand-metal ratios (R), indicates the complexes BeHL2+, Be3(OH)3HL3+
and Be(OH),L" (aminoacids, HL) are formed in significant amounts for all the systems studied.
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The formation constants fpqr were determined. 'H RMN studies confirm the results of the po-

tentiometric studies.

Keywords: Amino acids; Be(ll) complexes; especiation; solution equilibria; stability

constants.

1. Introduccién

Salvo los elementos radiactivos, el beri-
lio es el elemento mas toxico de la Tabla pe-
riédica (1). También es el segundo elemento
mas liviano después del litio y por sus pro-
piedades Unicas, es ampliamente usado en
la industria aeroespacial, nuclear y electro-
nica (2). Los principales problemas de toxici-
dad asociados al berilio se deben a la inhala-
cion de particulas de polvo que contengan
este metal. Originalmente la contaminacion
con berilio se llamo beriliosis y fue observa-
da por primera vez durante los afios treinta
en plantas de extraccion del metal en las mi-
nas de berilio de Alemania y Rusia. Esta en-
fermedad se presenta en dos formas, una
aguda y otra cronica (3).

Las dos formas de la enfermedad del
berilio se relacionan mas directamente con
la capacidad del berilio para formar enlaces
covalentes con los &tomos de oxigeno de las
proteinas y por lo tanto, interfiere con el
normal funcionamiento de las enzimas del
organismo. Se sabe que el berilio y sus com-
puestos son téxicos para las células de los
mamiferos, ya que puede interferir con las
funciones inmunoldgicas y después de la
inhalacion puede causar cancer (4, 5). El en-
tendimiento de la base molecular de la toxi-
cidad del berilio permanece alln muy espe-
culativo. lones como Na’, K', Mg* y Ca** son
homoestaticamente controlados por algu-
nos sistemas bioldgicos, que pueden prote-
gerse del exceso de estos elementos, por
ejemplo, en los organismos marinos (6). Sin
embargo, con el berilio los sistemas biolégi-
cos no tienen la oportunidad de desarrollar
proteccién contra este elemento.

Los estudios de la coordinacién y posi-
bilidad de quelacion del Be(ll) en disolucién
acuosa son muy limitados (7, 8), no sola-

mente por su toxicidad, sino también debido
a la dificultad presentada por la fuerte ten-
dencia del ion Be™ a hidrolizarse (9), amén a
que su pequefio radio induce a la tetracoor-
dinacion (10). Se observa que con el Be(ll) el
anién OH' es altamente competitivo con res-
pecto aotros ligandos. De tal manera que las
especies resultantes de sus reacciones de
hidrdlisis siempre deberan ser consideradas
en la determinacion de la estequiometria y
las constantes de formacion de tales com-
plejos de Be(ll).

En los afios cincuenta, Perkins (11, 12)
determiné las constantes de formacion de
los complejos de Be(ll) y un amplio grupo de
aminoécidos y derivados. Consideré la for-
macion de los complejos BeL" y BelL,. La
constante de formacion del complejo BeL,
variaba en el intervalo 10*-10", sin que al
parecer tuviera mucha importancia la es-
tructura del ligando. Sin embargo, esos va-
lores fueron rechazados por Sévago et al.
(13) debido a que Perkins no habia tomado
en consideracion la hidrolisis del Be(ll) en
sus calculos.

Bertin et al. (14) estudiaron los siste-
mas Be(ll)-glicina y Be(ll)-3-alanina, repor-
tando la formacioén de los complejos BeHL™,
Bey(OH),(HL)™, Be,(OH),(HL),” y Be,(OH),L*
en ambos sistemas y el complejo adicional
Be,(OH)(HL),”", que se formaria con la glici-
na. Ellos suponen que estos aminoacidos
actuan como ligandos monodendatos, don-
de el &tomo de oxigeno es el grupo donador
de electrones, y Unicamente con el complejo
Be,(OH),L*, los aminoacidos acttian como li-
gandos bidentados.

Mederos et al. (15) estudiaron los com-
plejos de Be(ll) con los aminoé&cidos D,L-me-
tionina y D,L-acido aspartico mediante me-
didas de emf(H) en NaC10O, 0.5 M a 25°C,
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proponiendo la formacion de un Gnico com-
plejo Be(OH),L"y Be(OH),L*, respectivamen-
te, a pH > 5,5.

Posteriormente, Mederos et al. (16) rea-
lizaron un estudio de los complejos de Be(ll)
con los aminoacidos glicina, a-alanina, g-al-
anina, fenilalanina, y acido glutdmico me-
diante medidas de emf(H) en NaC10,0.5 M
(M = mol.dm®) a 25°C, asi como en estas
mismas condiciones, pero usando el disol-
vente mixto DMSO:agua (80:20 p/p), con los
aminoacidos glicina, «-alanina, g-alanina,
fenilalanina, metionina, acido glutamico y
acido aspartico. Los datos fueron analizados
considerando en cada caso la formacion de
los distintos productos de hidrolisis del
Be(ll) en aguay DMSO: agua (17, 18). En di-
solucion acuosa reportaron la formacién de
los complejos BeL" y Be,(OH).L* con la glici-
na, a-alanina, f-alanina, fenilalanina y los
complejos BeHL"y BeL con el acido glutami-
co. En el disolvente mixto encontraron los
complejos BeHL ™, BeL", Be(OH)L y Be(OH),L
con glicina, a-alanina, g-alanina, fenilalani-
na y metionina, y los complejos BeH, L,
BeHL", BeL, Be(OH)L" y Be(OH),L* con los
acidos glutamico y aspartico. Los aminoaci-
dos glicina, a-alanina, fenilalanina y metio-
nina forman anillos quelatos de cinco miem-
bros, donde el nitrégeno y el oxigeno actdan
como grupos donantes de electrones en el
complejo BelL', mientras que la S-alanina
forma anillos de seis miembros. Para ambos
disolventes el orden de estabilidad para el
complejo BeL" es el siguiente: «¢-alanina >
pB-alanina > glicina > fenilalanina, como era
de esperar, ya que los anillos quelatos de
seis miembros son mas estables para el
Be(ll) (7). También, observaron que el com-
plejo BeL" es mas estable en el disolvente
mixto que en disolucién acuosa, probable-
mente debido a que los aminoéacidos son aci-
dos més débiles en el disolvente mixto.

Una de las razones mas importantes
que obligan al estudio de la formacién de
complejos de berilio con aminoacidos es su
posible participacién en procesos de inhibi-
cion enzimatica (4). Como ya se dijo, uno de

los principales mecanismos de inhibicién es
la competencia del berilio con el K 6 Mg™
(19), iones que son importante en ciertos
procesos enzimaticos 6 por quelacion. Como
se ha podido apreciar, dada la divergencia
en los modelos propuestos para los comple-
jos de Be(ll) con aminoacidos y que uno de
los mecanismos mas importantes de la inhi-
bicion enzimatica que produce el berilio es
probablemente por quelacion con los ami-
noacidos en las proteinas, se ha hecho nece-
sario llevar a cabo un estudio cuidadoso de
los complejos de Be(ll) y los aminoéacidos gli-
cina (Gly), a-alanina (a-Ala), p-alanina
(B-Ala), D,L-fenilalanina (Phe), L-leucina
(Leu), L-isoleucina (lle), D,L-serina (Ser), L-
treoniona (Thr), D,L-metionina (Met) funda-
mentalmente por medio de medidas de
emf(H) y de RMN con el objetivo de obtener
mayor informacion acerca de la especiacion
quimica de estos sistemas en solucion.

2. Materiales y Métodos

Reactivos

Los aminoacidos Gly, Phe, Met, Thr
(Merck p.a.), a-Ala (Alfa > 99%), g-Ala (Al-
drich p.a.), Ser, lle, Leu (BDH > 99%) fueron
empleados sin mayor purificacion.

La disolucion madre de Be(CIO,), se
preparé haciendo reaccionar berilio metali-
co (Aldrich 99,99%) con un ligero exceso de
HC10O, (Merck p.a.). La concentracion de
metal fue determinada gravimetricamente
(20, 21) y la acidez libre fue determinada

mediante el método de Gran (22).

La disolucion madre de HC10O, fue pre-
parada a partir de la solucién comercial y
fue estandarizada potenciometricamente
frente a NaOH normalizado, usando el mé-
todo de Gran (22). La disolucién de NaOH
estandar se prepar0 a partir de unas ampo-
llas Titrisol (Merck p.a.) y fue estandarizada
con biftalato de potasio (Merck p.a.) (23).

Todas las disoluciones preparadas
contienen NaC10, 3,0 M como medio i6nico.
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Aparatos y procedimientos de medida

Las titulaciones potenciométricas fue-
ron llevadas a cabo en atmdsfera inerte bur-
bujeando N, (GIV) dentro del vaso de reac-
cion, el cual consiste en un recipiente de pa-
redes dobles que es mantenido a 25°C ha-
ciendo circular agua termostatizada en las
paredes externas del reactor.

Las medidas de emf(H) se realizaron em-
pleando un potenciémetro PHM-85 Radio-
meter y utilizando un electrodo de vidrio Ra-
diometer GK2401C con referencia interna.

Las medidas de emf(H) se realizaron
mediante la siguiente pila:

REF//S/EV [1]

donde EV representa el electrodo de vidrio;
S, la disolucidén en equilibrio y REF, repre-
senta la semicelda de referencia.

A 25°C el potencial (mV) de la pila ante-
rior viene dado por la ecuacion de Nernst:

E = E° +59,1610g h + j.h 2]

donde E° es el potencial estandar de la pilay
j una constante relacionada con el potencial
de difusion de union liquida /7.

Los experimentos se realizaron en dos
etapas sucesivas. La primera etapa consiste
en una titulacién &cido-base fuerte en la
cual se determinan los valoresde (E°yj)y la
segunda etapa es el experimento propia-
mente dicho.

Para el sistema H'-aminoacido una vez
culminada la primera etapa, se afiadié una
cantidad pesada del aminoécido, y se titulo
bien sea con acido fuerte para estudiar la
protonacion, y con base fuerte para estudiar
la disociacién del aminoacido. Mientras que
para el sistema H'-Be*-aminoacido, la se-
gunda etapa consistio en afiadir una canti-
dad pesada del aminoéacido y una alicuota
de la disolucion madre de Be(ll); por comodi-
dad para la realizacion de las medidas se
afiadi6 una cantidad de base de concentra-

cion conocida hasta llegar a una zona cerca-
na a la precipitacion de Be(OH),, lo que res-
tringié nuestras medias hasta un valor ma-
ximo de pH < 6,2 y posteriormente, esta
mezcla fue titulada con acido fuerte.

Tratamiento de los datos

Los datos potenciométricos fueron
analizados mediante el programa
Nernst/Leta (24) una versién del programa
de minimos cuadrados generalizados Leta-
grop (25).

Los datos experimentales se pueden
expresar en términos de Z. para el sistema
H'-aminoacido y Z_ para el sistema
H* -Be*-aminoécido:

Z-(pH, H, HL) 6 Z4(pH, H, B, HL) [3]

donde Z- y Zgrepresentan el nimero prome-
dio de moles de protones disociados por mol
de ligando 6 metal respectivamente:

Zg = (h-H-k,,h™)/B [4]
Z. = (h-H-k, h™)/HL [5]

donde H, B y HL representan las concentra-
ciones analiticas de H*, Be?" y aminoécido y
las letras minudsculas representan las con-
centraciones en equilibrio, respectivamente.

El criterio de ajuste consiste en mini-
mizar la funcién:

U= (z-2z7 [6]
donde, Z representa la funcién experimental

bien sea Z. 0 Z5,y Z* unafuncion teorica calcu-
lada para el sistema H*-amino&cido segun (7):

ZC*(pHr H, HL,(p, r! ﬁpr)))nk [7]

y para el sistema H"-berilio(ll)-amino-
acido de acuerdo a (8):

ZB*(pH, H, B, HL,(p, q, , ﬂpr))nk (8]
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siendo nk el nimero de constantes de
equilibrio.

La bondad del ajuste se aprecia al con-
seguir un modelo y valores de las respecti-
vas constantes de equilibrio que den un me-
nor valor de la dispersion o(Z):

172
)

o(2) = (U/(n-nk) [9]

donde n es el numero de puntos.

Mediadas de RMN

Las medidas de RMN se llevaron a cabo
en agua deuterada (Aldrich); los aminoacidos
Gly, p-Ala 'y el BeSO,.4H,O fueron productos
Merck p.a. los cuales fueron empleados sin
mayor purificacion. Se regulé la acidez afia-
diendo pequenas cantidades de D_,SO, 6 de
NaOD de concentracion elevada (Aldrich).

Los espectros de °Be RMN fueron medi-
dos en un espectrometro Brucker AC 200 a
28.18 MHz y los espectros de 'H a 200 MHz
con el mismo equipo. Los desplazamientos
quimicos de °Be son relativos al estandar ex-
terno BeSO, 0,1 M. Los desplazamientos
quimicos de 'H se dan relativos al estandar
externo TMS. Los valores de pD fueron me-
didos empleando un pHmetro Orion modelo

601 I, equipado con un microelectrodo com-
binado Ingold.

Se prepararon por pesada diversas so-
luciones del aminoacido libre y de la mezcla
Be(ll)-aminoacido en D,0 y se ajusto el pD
anadiendo pequefias cantidades de D,SO, ¢
NaOD concentrados.

3. Resultados y discusién

Constantes de los aminoacidos

Los valores de las constantes de acidez
de los aminoacidos g corresponden a la si-
guiente ecuacioén general:

pH"+rHL <—» H (HL),"” [10]

En la Tabla 1 se resumen los resulta-
dos obtenidos y sus respectivos valores de
pK, los cuales estan de acuerdo a los valores
reportados en la bibliografia en el mismo
medio i6nico y temperatura (26).

En la Figura 1a se muestra los resulta-
dos en la forma de Z. vs pH de la Gly. Los
puntos representan los valores experimen-
tales y la linea de trazo continuo los valores
calculados dados en la Tabla 1. En la Figura

Tabla1
Constantes de acidez Log fp,ry valores de pK;j de los amino&cidos HL estudiados en NaClO43,0 M a 25°C

Aminoacido N° titu/ Intervalo Log ;4 (= PKy) Log ;4(=-pKy) o(Zg)
N° ptos pH
Gly 4/130 1,8-11,2 2,85(1) -10,24(1) 0,01071
p-Ala 4/119 1,8-11,2 4,19(1) -10,782(8) 0,00757
a-Ala 2/86 1,9-11,5 2,87(1) -10,26(1) 0,0086
Leu 2/86 1,9-11.6 2,85(1) -10,13(1) 0,00734
lle 2/87 1,7-11,4 2,88(1) -10,12(1) 0,00759
Phe 37126 2,0-11,8 2,66(1) -9,58(1) 0,00884
Met 4/125 2,0-11,0 2,74(1) -9,64(1) 0,00768
Ser 4/133 1,8-11,8 2,57(1) -9,51(1) 0,00683
Thr 3799 1,9-11,7 2,59(1) -9,42(1) 0,00706

El n° entre paréntesis representa 3 veces la desviacién estandar.
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1b se muestra diagrama de distribucién de
especies.

La Figura la muestra un conjunto de
datos Z(pH) tipico de los aminoéacidos Gly y
sus analogos a-Ala, -Ala, Leu, lle, Phe, Ser,
Thr, Met. Como estamos partiendo del ami-
noacido neutro, podemos ver claramente
que avalores de pH > 10 Z.tiende a 1, lo que
indica que se ha liberado un mol de protones
del ligando HL para formar la especie L.
Igualmente, se puede apreciar que para va-
lores de pH < 3 la funciéon Z_tiende a -1, lo
gue indica que el aminoacido HL ha reaccio-
nado con un mol de protones para formar la
especie H,L'. Hay que destacar que aunque
la Ser y la Thr poseen en su cadena lateral
un grupo OH, la disociacidon del mismo en
solucién acuosa ocurre en un rango de pH
que no es accesible para las medidas que se
realizan con un electrodo de vidrio. Por lo
gue estos aminoacidos se comportan de ma-
nera similar a la glicina. Sin embargo, como
podemos apreciar en la Tabla 1 estos ami-
noacidos se comportan como acidos mas
fuertes que la ¢-Ala, debido al efecto inducti-
vo de los sustituyentes OH. No obstante, con
la Ser esta reportado en la bibliografia la di-
sociacion del grupo OH para coordinarse al
Cu(ll) (27, 28).

En la Figura 1 b se puede observar el
diagrama de distribucion de especies de la
glicina, el cual es similar para todos los ami-
noacido HL que se describieron anterior-
mente. Como se puede apreciar la forma
monoprotonada HL, la cual se encuentra
fundamentalmente bajo la forma switterio-
nica (29), en laregion de pH en la cual predo-
minan los complejos con el Be(ll) con ami-
noacidos como veremos mas adelante.

Para los aminoacidos HL estudiados
(Gly, a-Ala, g-Ala, Leu, lle, Phe, Met, Sery Thr)
el pK, corresponde a la disociacion del grupo
carboxilico y el pK, a la disociacion del grupo
amino. Si se observan los valores de las cons-
tantes de acidez (pK,), éstos son mas bajos
gue la de los acidos carboxilicos tipicos, como
por ejemplo, el &cido acético (pk_ = 4,8). Estoes

@)

0.8 1
0.6 1
04 1
0.2

-02 1 3 5 7 9 11
-04 1
-0.6

pH

(b)
HL
80

ily 60 1
40 1
20 1

pH

Figurala Grafico de Z- vspH y 1b. Diagrama
dedistribucién de especies en funcién
del pH de la Gly.

debido al efecto inductivo del grupo amino
sobre el grupo carbonilo. Mientras que con
la inclusién de un grupo metilénico -CH2-
entre los grupos NH, y COOH, aumenta la se-
paracion entre los mismos, disminuyendo asi
el efecto de grupo amino sobre la disociacion
del &cido carboxilico, lo que ocurre con la
B-Ala, la cual comienza a tener valores simila-
res a los acidos carboxilicos simples.

Las propiedades fisicas de los aminoéci-
dos son influidas por los estados iénicos de
los grupos a-carboxilico, a-amino y cualquier
grupo ionizable de la cadena lateral. Las dife-
rencias entre los valores de los pK; de los ami-
noécidos, hace que éstos a un valor de pH es-
pecifico tengan cargas netas diferentes. Adn
pequenias diferencias de las cargas netas so-
bre los aminoacidos y proteinas pueden ser
aprovechadas para separarlos y purificarlos.
Los estados i6nicos de las cadenas laterales
de los aminoécidos influyen mucho en las es-
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tructuras tridimensionales y en las funcio-
nes bioquimicas de las proteinas. En parti-
cular, varios residuos de aminoéacidos ioni-
zables participan en la catalisis por enzi-
mas; por ello es importante conocer las pro-
piedades ionicas de los aminoacidos para
entender los mecanismos enziméticos.

Constantes de formacioén de los
complejos de Be(ll) con aminoacidos

Los valores de las constantes de forma-
cion g de los complejos de Be” con los ami-
noacidos estudiados vienen dados segun la
siguiente reaccion general:

pH™+ q Be®" + r HL <—*Be(OH) (HL), [11]

En la Tabla 2 se resumen las condicio-
nes experimentales empleadas.

En la realizacion de los calculos se con-
sidera el modelo de la hidrolisis del Be* pro-
puesto por Bruno (17) (NaCIO, 3,0 M, 25°C)
cuyos valores de las constantes de equilibrio
son mantenidos invariantes. Como se ha di-
cho antes, el criterio de ajuste consiste en
encontrar la combinacion de especies (p,q,r)
y constantes de formacion B, que mejor
ajusten los datos experimentales. En la Ta-
bla 3 se muestran los valores de la disper-
sion o(Z,) para diversas combinaciones de
complejos (p,q,r) del sistema H'-Be*-Gly. El

n° entre paréntesis indica 3 veces la desvia-
cion estandar.

En la Figura 2 se muestra como ejem-
plo los datos Z (pH), del sistema H™-Be*'-Gly,
en la cual los puntos representan los valores
experimentales y la linea de trazo continuo
fue calculada suponiendo la formaciéon de
los complejos BeHL?, Be,(OH),HL®* y
Be(OH),L’, con los valores de las constantes
de equilibrio dados en la Tabla 4.

En la Tabla 4 se resumen los valores de
las constantes de formacion de los comple-
jos de Be® con los aminoacidos Gly, a-Ala,
B-Ala, Leu, lle, Phe, Met, Ser, Thr.

En las Figuras 3a y 3b se muestran los
diagramas de distribucion de especies del
sistema H'-Be”'-Gly paralarelacion R=16y
B =8mMyparalarelacionR=2yB =8 mM.

Consideremos el andlisis de los datos
Z.(pH) del sistema H'-Be(ll)-Gly, Figura 2. Al
realizar el tratamiento de los datos de emf(H)
se evaluaron todos los complejos posibles,
tomando en consideracion que bajo la zona
de pH en la cual se realizaron los experimen-
tos, la forma predominante del aminoacido
es la especie switterionica (29), por lo que se
hizo especial énfasis en los complejos BeHL*
y Be,(OH),HL®" anteriormente propuestos por
Bertin (14). Se consider6 también el modelo

Tabla 2
Condiciones experimentales empleadas en los estudios de los sistemas H*-Be?-amino&cidos

Aminoacido N° titu/N° ptos  Intervalo de pH B (mM) R = (HL/B)
Gly 13/468 2,8-6,1 8 1,2,4,8,16
B-Ala 137475 2,2-6,05 8 1,2,4,8,16
a-Ala 6/205 3,7-6,1 8 8, 16
Leu 6/209 3,4-6,07 8 4,8
lle 6/207 3,4-3,03 8 4,8
Phe 2/290 2,2-5,8 8 1,2,4
Met 6/217 3,6-6,05 8 8, 16
Ser 9/372 2,2-6,05 8 4,8,16
Thr 15/426 2,2-6,05 8 1,2,4,8,16

Scientific Journal from the Experimental Faculty of Sciences,
at La Universidad del Zulia Volume 10 N° 4, October-December 2002



V. Lubes et al. / Ciencia Vol. 10, N° 4 (2002) 404-418 411
Tabla 3
Valores de log pgr en funcion de la o(Zg) para distintas combinaciones de complejos (p,q,r)
del sistema H*-Be?*-Gly
BeHL” Bel' BeL, Be,(OH), Be,(OH), Be,(OH)L*  Be,(OH)HL),” Be(OH)L o(Z,)
(HL)™ (HL),™
0,93(2) -3,91(6) 0,02374
1,19(1) -3,96(9) -7,59(5) 0,02243
1,27(1) -7,52(5) -6,8(1) 0,02280
1,19(1) -7,48(4) 0,02309
1,17(1) -7,48(4) -0,99 max -0,6 0,02214
1,24(1) -7,41(4) -7,3 max -0,8 méax -0,5 0,02207
-7,0
1,28(3) -7,40(9) -7,0 max 0,04865
-6,7
1,27(1)  -4,3(2) -7,46(4) -7,1(2) 0,02221
1,27(1) -9,4(2) -7,41(5) -6,8(1) 0,02347
1,28(3) -4,3max -9,8 -7,36(8) 0,04845
-4,0 max
-9,4
1,25(1) -7,38(4) -7,3max -14,9max  -0,8 max-0,5 0,02206
-7,0 -14,3
1,27(1)  -4,1(1) -7,51(5) -7,1(2) 0 0,02312
1,21(1) -3,86(7) -9,3(1) -7,46(4) 0,02140
1,25(1) -3,94(9) -9,2(1) -7,46(1) -6,9(1) 0,02115
1,18(1) -7,38(3) -1,0 méax -0,7 -16,6(1) 0,02127
1,20(1) -4,3(2) -7,47(4) -16,8(2) 0,02213
1,19(1) -9,8  -7,44(4) -17,0 max  0,02219
max -16,8
-9,6
1,24(1) -7,37(4) 0,02208
1,36(1) -7,05(3) -16,38(8)  0,02073

El n°® entre paréntesis representa 3 veces la desviacion estandar.

propuesto por Mederos et al. (16) a saber:
BelL'y Be3(OH)3L2+, sin obtener resultados sa-
tisfactorios. Finalmente, se incluye el com-
plejo Be(OH),L" como uUnico complejo pro-
puesto por Mederos et al. (15) en el sistema
H"-Be(ll)-Met. Es necesario destacar que en
el trabajo de Bertin et al. (14) el modelo de la
hidrdlisis del Be(ll) considerado en sus anali-
sis fue el propuesto por Kakihana y Sillén,
(30) el cual no considera las especies hidroli-
ticas Be (OH)," y Be (OH)," que fueron repor-
tados por Bruno (17).

Debe destacarse que para todos los ami-
noacidos HL (Gly, a-Ala, f-Ala, Leu, lle, Phe,
Met, Ser y Thr) el modelo que mejor ajusto los
datos experimentales incluye los complejos
Be(HL)*, Be,(OH),(HL)* y Be(OH),L’, cuyos los
valores de las constantes de formacion g, se
resumen en la Tabla 4.

Es importante sefialar que la Ser y la
Thr a pesar de tener en su cadena lateral un
grupo OH, que eventualmente podria parti-
cipar como punto de coordinacion con el be-
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rilio, tal como habia propuesto Silleter (4),
suponiendo uno de los posibles mecanis-
mos de inhibicion enzimatica del berilio por
guelacioén, en el cual el metal podria coordi-
narse con un grupo carboxilico de una cade-
na lateral, bien sea del 4cido aspartico 6 del
acido glutamico y del grupo OH de la serina.
Los resultados obtenidos tanto para la Ser
como con la Thr y también con la Met indi-
can que estos aminoacidos se coordinan de
manera similar a la glicina.

En la Figura 3a y 3b se presentan los
diagramas de distribucion de especies de los
sistemas H"™-Be(ll)-Gly, siendo esta una mues-
tra representativa de los sistemas
H"-Be(ll)-HL. Para la relacion R= 16, se ve que
los complejos BeHL*'y Be,(OH),HL®" se forman
en cantidades apreciables y el complejo
Be(OH),L- se forma en pequefias cantidades
en estas condiciones a valores de pH> 5,8, en
la region cercana a la precipitacion del
Be(OH),(s). Mientras que a bajos valores de R,
la formacién de los complejos principales es
mas baja y como se puede notar, la hidrolisis
es considerable y la especie Be(OH),L" no se
observa bajo estas condiciones.

Piispanen y Lajunenen (31) realizaron
un estudio mediante medidas de emf(H) de
los complejos de Be(ll) con los ligandos glicé-
lato, lactato y 2-hidroxiisobutirato, repor-
tando la formacion de los complejos Bel",
Be,(OH),L*"y BeL,. En la Tabla 5 se resumen
los resultados obtenidos por estos autores.
También tomamos en cuenta las constantes
de formacion de los complejos de Be(ll) con
los ligandos monocarboxilatos, que se en-
cuentran resumidos en la Tabla 6. (32, 40,
42). Con lo que se destaca que con los anio-
nes derivados de los acidos monocarboxili-
cos se coordinan débilmente con el Be(ll).
Probablemente en todos estos complejos los
ligandos actuan como ligandos monodenta-
dos. La posibilidad de quelacién usando am-
bos atomos de oxigeno del grupo carboxilico
es descartada, tanto por la gran restriccion
que significa coordinarse al grupo COO por
el angulo que ello implica, como por el pe-
quefio tamafio del ion berilio(ll), de tal ma-

1.5 7
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Zs 0.5 1
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05 2

-1 1
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=25 -

e
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Dy DDA
>
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Figura 2. Grafico de Zg(pH)g del sistema HY -
2+
Be” - Gly.

nera que ello significaria la formacién de un
anillo quelato de 4 miembros.

Si tomamos en cuenta los resultados
del sistema H"-Be(ll)-acetato (32) y los resul-
tados de Piispanen y Lajunen (31), al compa-
rarlos con los valores de las constantes de
formacion del complejo BeHL*" obtenidos en
el presente trabajo (Tabla 4), aquellos estan
comprendidos en el intervalo 1,18 -1,51y los
valores de la constante de formacién del
complejo Be,(OH),HL* abarcan el rango -
6.89 a-7,42, que se encuentran en el mismo
orden de magnitud que los valores reporta-
dos para los complejos BeL"y Be (OH),L*" con
los ligandos monohidroxicarboxilatos ante-
riormente descritos, lo que nos indica que se
deberia esperar un similar modo de coordi-
nacion. Ademas, tomando en cuenta la natu-
raleza switteriénica de los aminoéacidos en la
region de pH estudiado, nos hace suponer
gue los mismos actdan como ligandos mono-
dentados, enlazdndose a través del oxigeno
carboxilico, cuando se coordinan, tanto al
Be*" como al complejo Be (OH),”. Sélo proba-
blemente en el complejo Be(OH),L" el aminoa-
cido actia como ligando bidentado, coordi-
nandose, tanto por el atomo de nitrégeno,
como por el grupo carboxilico, formando un
anillo de 5 miembros con los aminoacidos
Gly, -Ala, Leu, lle, Phe, Met, Sery Thry de 6
miembros con la g-Ala.

Resultados de las medidas de RMN

A continuacién, se muestran los resul-
tados de las medidas de RMN obtenidas
para los sistemas H'-Be(ll)-Gly,
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Tabla 4
Constantes de formacion Log fpqr de los sistemas H*-Be?*-aminoacidos
aminoacido BeHL*" Bes(OH);HL®" Be(OH),L~ (Zs)
Gly 1,36(1) -7,05(3) -16,38(8) 0,02073
B-Ala 1,51(1) -7,34(4) -16,45(6) 0,02093
a-Ala 1,21(2) -7,38(2) -16,37(4) 0,0118
Leu 1,39(1) -6,89(1) -15,90(4) 0,00848
lle 1,46(1) -6,90(2) -15,92(4) 0,00977
Phe 1,19(2) -6,97(2) -16,1(2) 0,00688
Met 1,20(1) -7,42(1) -16,78(8) 0,0654
Ser 1,25(1) -7,06(1) -16,31(3) 0,00686
Thr 1,18(1) -7,23(2) -16,25(5) 0,01179
H"-Be(Il)-3-Ala los cuales fueron selecciona-
dos como modelos. Se trata de apreciar los 00 Be (oH), (HL)" (a)

efectos que se producen en los distintos sis-
temas, cuando tenemos los aminoé&cidos so-
los a un determinado valor de pD (= “pH lei-
do” + 0,4) (33) y cuando tenemos una mezcla
del aminoacido y Be(ll).

A continuacién presentamos los resulta-
dos del sistema H'-Be(ll)-Gly. En las Figuras
4ay 4b se dan los espectros de °Be RMN para
larelacion R de 1y B 100 mM y un valores de
pD = (a) 4,37 y (b) 5,71 respectivamente.

Y en las Figuras 5 y 6 se muestran los
espectros de "H RMN para la misma relacion
R, en la cual el espectro 1 representa la Gly
solay el espectro 2 la mezcla Be(l)-Gly a dis-
tintos valores de pD.

En las Figuras 7 y 8 se muestran los es-
pectros de 'H RMN del sistema
H"™-Be(ll)-5-Ala para una relacion R=1y B
100 mM a distintos valores de pD, al igual
que en el caso anterior el espectro 1 repre-
senta la §-Ala sola y el espectro 2 la mezcla
Be(ll)-g-Ala.

En cuanto a los resultados obtenidos
de las medidas de RMN, en las Figuras 4a 'y
4b se muestran los espectros de °Be RMN del
sistema H'-Be(ll)-Gly. En la Figura 4a se
aprecian dos bandas, una estrecha centra-

pH

100
90

80 BeHL?
e 70 (b)
60
50
40 Be*
30 -
20 Be,(OH).* Be(o?zl'
10 —
o + : - — —_—
3 3.5 4 4.5 5 55 6
pH
Figura3. Diagramas de distribucion de espe-

cies en funcion del pH del sistema
H*-Be?*-Gly paraa) R=16y B=8mM
yb)R=2yB=8mM.

da a0 ppm que se debe al ion Be*' y otra cen-

trada a 0,7 ppm, que se debe a la especie
Be,(OH),”, la cual es la misma banda que
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Tabla 5
Constantes de formacion Log Bpgr de los
complejos de Be(ll) con glicolato, lactato y
2-hidroxiisobutirato (NaClO4 0,5 M, 25°C) (31)

Ligando BelL" Bel, Beg((z)H)gL
glicolato  1,05(2) 2,85(1) -7,56(4)
lactato 1,3(2) -7,30(9)
2-hidroxiis 1,15(4) 3,04(3)  -7,2(1)
obutirato

Tabla 6

Constantes de formacion de los complejos de
Be(ll) con ligandos monocarboxilatos

Ligando Log B8, Logp, Referencia
Formato 0,15 40
Acetato 1,62 2,36 32
Propionato 0,30 4,2 41
Nitroacetato 0,26 42

aparece a valores de pD mas basicos Figura
4b. Estas sefiales ya fueron asignadas ante-
riormente por Mederos et al. (18) para estas
especies en el estudio de la hidrdlisis del be-
rilio. Lamentablemente, con la glicina no se
lograron apreciar sefiales adicionales en el
espectro de Be RMN, como aparecen con el
oxalato, malonato (34) y succinato (35). Esto
es atribuido al alargamiento de las sefiales
debido a rapidos procesos de intercambio
(36). Lo mismo se pudo apreciar en todos los
espectros de Be RMN realizados con todos
los sistemas estudiados. Por ello, tuvimos
que basar nuestras observaciones en los
efectos que se producen en los espectros de
'H RMN, realizando comparaciones cuando
teniamos el aminoacido libre y cuando te-
niamos la mezcla Be(ll)-aminoé&cido. Aun-
que este tipo de observaciones fueron repor-
tadas por Maeda et al. (37) cuando estudia-
ron el sistema Ca*-Gly, se realizaron espec-
tros de N y 'O RMN y observaron uGnica-
mente un ensanchamiento de las sefales,
cuando se tenia la mezcla y al compararla

@

A IS R
109876543210-1-2-3-4-5-6-7-8-9-1
0

ppm

(b)

ppm

Figura4. Espectros de %Be RMN del sistema
H*-Be(ll)-Gly paraR=1y B 100 mM
a)pD=4,37yb) pD =5,71.

con los espectros del aminoéacido solo, esto
sugirié que la Gly ante el ion Ca* esta ac-
tuando como ligando bidentado, coordinan-
dose, tanto por el grupo carboxilico, como
por el grupo amino, formando un anillo que-
lato de 5 miembros.

Tratamos de observar efectos similares
en los espectros de 'H RMN del sistema
H"-Be(I)-Gly, Figuras 5y 6. El espectro 1 co-
rresponde a la Gly solay el espectro 2 ala mez-
cla Be(ll)-Gly. Se observa un singlete, que es
debido por supuesto al grupo metileno de la
glicina. Los espectros fueron realizados en
dos zonas de pD en los cuales deben predomi-
nar los complejos BeHL* y Be,(OH),HL*. Se
nota que se ensanchan las sefales de la mez-
cla Be(ll)-Gly en ambos casos, lo que nos indi-
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Figura5. Espectros de !H RMN del sistema
H*-Be(I1)-Gly. (1) Gly 100 mM a pD =
4,35y (2)paraR=1,B100mMypD =

4,37.
NL@
Jb ®
280 270 260 250 240

3.2‘0 3.1‘0 3.(;0 2.'.;)0
Figura7. Figura 7. Espectros de 14 RMN del

sistema H'-Be(l1)- f-Ala. (1) -Ala 100
mMapD =4,16 (2) paraunarelacion R
=1,B100 MMy pD =4,16.

ppm

caque el Be(ll) esta interaccionando de algu-
na manera con la glicina.

En la Figura 6 en el espectro 1 se apre-
cia que el singlete debido al grupo CH, de la
glicina, esta ligeramente desplazado. Esto
es debido a que con la glicina no fue posible
preparar la solucién al mismo valor de pD
que el de la mezcla.

En cuanto al modo de coordinacion de
la glicina, Krishnan y Plane (38) propusie-
ron, mediante medidas de Raman, que lagli-
cina actda como ligando monodentado, co-
ordinandose a través del grupo carboxilico
en el complejo BeHL*. Aunque de acuerdo a

)

)

3.5 3.48 3.46 3.44 3.42 3.4
ppm
Figura6 Espectros de IH RMN del sistema
H*-Be(I1)-Gly. (1) Gly 100 mM a pD=

7,4; (2) paraunarelacion R =1,B 100
mMy pD =5,71.

M@)
ﬁMm

32 341 3 29 28 27 26 25 24 23

ppm

Figura 8. Figura 8. Espectros de 4 RMN del
sistema H*-Be(I1)-5-Ala. (1) f-Ala 100
mM a pD =5,52; (2) para una relacién
R=1,B100 mMy pD =5,53.

las medidas de IR de Srivatava, S, (39)supu-
so que la glicina se coordina a través del gru-
po amino.

Los resultados de 'H RMN del sistema
H"-Be(Il)-3-Ala se presentan en las Figuras 7
y 8. De igual manera, se traté de comparar
los efectos que se producen en las sefiales de
los tripletes de los dos grupos metilénicos
adyacentes del aminoacido solo y de la mez-
cla Be(ll)-8-Ala. Al igual que en el caso ante-
rior, se realizaron espectros a valores de pD,
donde deben predominar los complejos
BeHL* y Be,(OH),HL™. Dado a que el com-
plejo Be(OH) L se forma en muy poca canti-
dad, no pudimos realizar medidas en una
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zona donde éste predomine en solucién ya
gue precipita el Be(OH),. Como se dijo, ya se
aprecian dos tripletes debido a los grupos
metilénicos de la §-Ala, uno centrado a 2,5
ppm aproximadamente, debido al grupo CH,
adyacente al grupo carboxilicoy el otro, cen-
trado en 3,1 ppm aproximadamente, debido
al grupo CH, adyacente al grupo amino. Se
puede observar un alargamiento de la sefial
del grupo CH, adyacente al grupo carboxili-
co (Figuras 7y 8), aunque el efecto es mucho
mas pronunciado en soluciones mas con-
centradas.

Con estos resultados del sistema
H™-Be(ll)-5-Ala, nos permiten pensar que en
los complejos BeHL*' y Be,(OH),HL™, el ami-
noéacido actda como ligando monodentado,
coordinandose a través del grupo carboxili-
co, lo que esta de acuerdo con el analisis

Z,(pH).

4. Conclusiones

Se lograron determinar las constantes
de formacion de los complejos de Be* con los
aminoacidos Gly, «a-Ala, g-Ala, Phe, Met,
Leu, lle, Sery Thr, obteniéndose el siguiente
modelo que incluyen las especies: BeHL”,
Be,(OH),HL* y Be(OH),L".

Comparando los resultados obtenidos
con el modelo propuesto por Bertin etal. (14)
con los aminoé&cidos Gly y -Ala, se puede
apreciar laimportancia de la seleccion de un
modelo correcto de la hidrdlisis del Be(ll), en
el andlisis de los datos de medidas de emf(H)
y como la seleccién del mismo afecta el mo-
delo global de la formaciéon de complejos de
Be(Il) con aminoacidos, ya que con estos sis-
temas se forman complejos de muy baja es-
tabilidad.

Considerando los resultados de estu-
dios por medio de medidas de emf(H) de los
complejos de Be(ll) con ligandos monohidro-
xicarboxilatos reportados por Piispanen et
al. (31) y tomando en cuenta la naturaleza
switteridnica de los aminoacidos estudiados
en la region de pH de interés, se puede decir

que en los complejos BeHL" y Be (OH),HL*
los aminoacidos estudiados actan como li-
gandos monodentados, coordinandose a
través del grupo carboxilico y en el complejo
Be(OH),L" probablemente el aminoacido ac-
tda como ligando bidentado, coordinandose
tanto al grupo carboxilico como al atomo de
nitrogeno del mismo, formando un anillo
quelato de 5 miembros con la Gly, «-Ala,
Phe, Met, Leu, lle, Sery Thr, y un anillo que-
lato de 6 miembros con la -Ala. Es de desta-
car que este complejo se logra detectar so6lo a
altas relaciones aminoacido/Be™, el cual se
forma en una pequefia cantidad a valores de
pH > 5,8 en una zona cercana a la precipita-
cion del Be(OH),.

Con respecto a las medidas de ‘H RMN
estas fueron empleadas para obtener infor-
macién acerca de las posibles estructuras de
los complejos que se forman en solucion. Los
resultados del sistema H"™-Be(ll)-3-Ala nos su-
gieren que los aminoacidos similares a la glici-
na actian como ligandos monodentados, en
la formacion de los complejos BeHL® y
Be,(OH),HL™, coordinandose a través del gru-
po carboxilico. Lamentablemente por debido
a que la especie Be(OH) L se forma en muy
pequefia cantidad en una regidon cercana de la
precipitacion de Be(OH), esta no pudo ser de-
tectada por medidas de RMN de 'H.
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