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La Afinidad Proténica (PA) y Basicidad (GB) -en fase gaseosa- de los isémeros 2-, 3- y 4- hidroxibenzofenona
han sido determinadas experimentalmente aplicando el Método Cinético Extendido de Cooks (EKCM) en un
espectrémetro de masas con fuente de ionizacién por electrospray (ESI-MS). Los resultados obtenidos fueron
racionalizados y dilucidados mediante célculos mecano-cuénticos al nivel de teoria DFT, B3LYP/6-311++G(d,p).
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Gas phase Proton Affinity (PA) and Basicity (GB) of 2-, 3- and 4- hydroxybenzophenone isomers have been
determined applying Extended Kinetic Cooks Method (EKCM) with a Mass Spectrometer provided with an
electrospray source (ESI-MS). The obtained results are rationalized and discussed by means of computational
DFT calculations at BSLYP/6-311++G(d,p) level of theory.
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1 Introduccién

Las hidroxibenzofenonas y sus derivados son compuestos
organicos con actividad biolégica y aplicaciones
diversas, por ejemplo son utilizadas en la sintesis de
antiinflamatorios [1] y de drogas anti cancerigenas [2];
pueden inhibir la proliferacién de células tumorales [3]
y debido a su elevada capacidad para absorber energia
en el rango UV [4], se emplean en la fabricacién de
bloqueadores solares y también como aditivos para evitar
la degradacién del olor y el color en plésticos, jabones®
y perfumes. La hidroxibenzofenona presenta 3 isémeros
posicionales segin la posicién del grupo OH en uno de
los anillos bencénicos; esto es 2-(u orto-), 3-(o meta-) y
4-(o para-) hidroxibenzofenona, a los que denominamos,
respectivamente como 2, 3 y 4 (Ver Figura 1).
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Isomeros 2-, 3-, y 4-hidrozibenzofenona,

Figura 1.
con el grupo OH en las posiciones orto- (izda, 2), meta-
(centro, 3) y para- (derecha, 4), respectivamente.

Uno de los procesos relevantes en los que participan
las hidroxibenzofenonas, al igual que muchos otros
compuestos, es el intercambio de protones entre sitios
activos moleculares, esto es, reacciones que involucran la
cesién (acidez/desprotonacién) o captacién (basicidad/
protonacién) de protones. Estas reacciones son

particularmente importantes en procesos biolégicos como
la fosforilacién de proteinas [5], interaccién entre ligandos
y receptores [6], etc. En este contexto, la caracterizacién
de la capacidad intrinseca de un compuesto para ceder o
captar protones desde uno de sus sitios activos es crucial
a la hora de dilucidar la reactividad quimica del mismo.
Esa capacidad propia del compuesto queda definida por
reacciones exotérmicas de desprotonacién o protonacién
(1) en fase gaseosa, que se describen a continuacién, y
son cuantificadas por magnitudes termodindmicas como
cambios de entalpias, energias de Gibbs y entropias de
reaccion.
La basicidad de una base B, GB(B) es definida como el
cambio de la energia de Gibbs de la reaccién (1):

BH(,) — B + H{,,, (1)

A,G°(1) = GB,A,H’(1) = PA,A,S8°(2)

Los correspondientes cambios en la entalpia y
entropia de la reaccién (1) se refieren a la entalpia
(ApH®) y entropia (A,S°) de protonacién. A,H® se
denomina también como Afinidad Proténica, PA.
Propiedades energéticas y de reactividad intrinsecas
como entalpias de formacién y acideces en fase gaseosa
(GA) de los isémeros 2, 3 y 4 han sido estudiadas y
discutidas ampliamente por Dévalos y col. [7]. En este
trabajo estudiamos y cuantificamos la protonacién en el
grupo carbonilo (C=O0, sitio preferencial o activo) [8]
de estos isémeros. No es posible medir directamente
la reaccién (1), dado que es un proceso altamente
exotérmico, por esta razén se hacen medidas relativas
a través de reacciones de intercambio proténico con
especies de PAs préximas entre si. Finalmente queremos
mencionar que los resultados obtenidos en el presente
trabaio completan la informacién detallada cons<ictente
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y fiable sobre la reactividad intrinseca por transferencia
proténica de las hidroxibenzofenonas.

2 Metodologia

2.1 Compuestos

Los compuestos 2-, 3-, y 4- hidroxibenzofenonas (B= 2,
3 y 4) fueron adquiridas a la compaiiia Sigma-Aldrich.
Los compuestos de referencia, B,ef(iy empleados para los
experimentos EKCM fueron adquiridos a Sigma-Aldrich
y Alfa-Aesar: Breti) = 3- y 4-cloroanilina, 1,2,3- y
1,2,4-triazol, pirazol, ciclopropilamina, allilamina y 1-
butanamida. Estos compuestos se eligieron teniendo en
cuenta la proximidad entre si de sus afinidades proténicas
-cuyos valores son conocidos [9]- a los estimados para los
compuestos estudiados y estdn en un rango de 868.1 +
8.4 a 921.5 + 8.4 kJ/mol.

2.2 Detalles Computacionales

Los célculos mecano-cudnticos se hicieron usando el
programa Gaussian 09 [10], implementado en el clister
LADON del IQFR-Madrid. Las geometrias de los
compuestos estudiados, tanto neutros como protonados,
y de sus correspondientes conférmeros (rotémeros) se
optimizaron usando el funcional DFT, B3LYP [11] con
base 6-311++G(d,p). Las frecuencias vibracionales
también se determinaron a este mismo nivel de cilculo.

2.3 Parte experimental

Los experimentos se llevaron a cabo en un espectréometro
de masas de triple cuadrupolo (MS-TQ) Agilent/Varian
320 equipado con una fuente de ionizacién por
electrospray (ESI). Para generar el dimero [B.H.B,ef] ™
se preparé una solucién del compuesto estudiado B y la
referencia elegida Bief(i) en una mezcla 1:1 de disolventes
agua/acetonitrilo hasta alcanzar una concentracién final
de ~5x107°M. A esta disolucién también se agregé
menos de 2 uL de 4cido férmico para facilitar la
formacién del dimero [B.H.B,f|*. Las disoluciones asi
formadas se inyectaron directamente a la fuente ESI del
espectrometro, con velocidades de flujo de 10xL/min.
Las condiciones de ESI, tales como potenciales de aguja
y capilar, presién y temperatura de gas N, de secado
o desolvatacion, fueron optimizados hasta promover la
formacién de picos-MS intensos del dimero [B.H.B,ef] *.
Estos fueron aislados en el ler cuadrupolo (Q1), luego
se fragmentaron en el 2do cuadrupolo (Q2) y los
fragmentos catiénicos se detectaron y registraron en el
3er cuadrupolo (Q3). Los experimentos de fragmentacién
CID MS-MS se realizaron usando argén como gas
de colisién (0.2 mTorr) a varias energias de colisién
Ecm, las cuales son energias cinéticas del centro de
masas calculadas como, Ecm = Ejap[m/(M+m)], donde
Ejab es la energia cinética medible directamente en el
espectrémetro, m es la masa del argén y M es la masa
del heterodimero catiénico.

2.4 Meétodo Cinético extendido de Cooks
(EKCM)

El método cinético extendido de Cooks (EKCM) es una
version mejorada del método cinético original desarrolla-
do por el Prof. Cooks [12]. EKCM toma en cuenta efectos
entrépicos en la disociacién competitiva del heterodimero
catiénico (caso de Basicidad) [B-H-Bieg(iy]* generado en
fase gaseosa y formado por la muestra en cuestién B y
un conjunto de compuestos de referencia Bref(i) cuyas PA
y GB son conocidas. B y Bref(i) estan unidos por un
enlace de Hidrégeno H y el heterodimero resultante es
fragmentado por Colisién Inducida (CID) [13] en la celda
de colisién del espectrémetro de masas, produciendo
cationes protonados BH* de la muestra y de la refe-
rencia Beg;yH' a través de dos canales competitivos
de disociacién, con constantes de velocidad k y ki,
respectivamente (Ver Figura 2). Si la fragmentacién
secundaria es despreciable, entonces el cociente de la
abundancia de los fragmentos catiénicos es igual al
cociente de las correspondientes constantes de velocidad
(lera. parte de la ecuacién 2).

B,.q;tBH*
/ i)
[B...H...B.qp)]"
xBi—Bmﬂi )Hd»

Figura 2. FEsquema de la disociacion del heterodimero
[B.H.B,eri)] *-

Asumiendo que no existen barreras de activacién
reversibles, la afinidad proténica PA de la muestra
estudiada B y de las referencias PA,cgi) estan
relacionadas por la ecuacién lineal (2), donde el
procedimiento estadistico considerado fue desarrollado
por Armentrout [14], y queda expresada como sigue,

In (i) =In [B—}Iﬂ
ki [BretyH']
_ _(PAwes) — PALF £ [(PA —~PARE) A(AS")J
RTeﬂ'
(2)

RTo R
donde PA[E es el promedio de la afinidad proténica de
los compuestos de referencia; T.g es una temperatura
efectiva relacionada con la energia de excitacién
disociativa de los heterodimeros [B-H-Byegiy] ™ [15] y
R es la constante universal de gases. El término
entrépico A(AS?) puede ser expresado como la diferencia
de las entropfas de dos bases, A(AS?) ~ A,S° —
APS?efgi)‘ Si los compuestos de referencia tienen
entropias de protonacién similares a la del compuesto
B, entonces A(AS?) ~ A,S% — A,S>8 [16]. Tenemos
3 variables desconocidas en la ecuacién (2) (PA, RT.q
y ApS°). Estas magnitudes se pueden obtener a partir
del andlisis de dos conjuntos de graficos termocinéticos.
El primer conjunto lo constituye gréficos lineales de
In (k/k;i) vs (PAresiy — PALE) construidos a partir de
datos experimentales obtenidos de la fragmentacién de
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los heterodimeros [B-H-B,s;)]t a distintas energias de
colisiéon Ecy. Teniendo en cuenta la expresién completa
(2), a cada recta le podemos asociar una pendiente igual
a -1/RT. y un punto de corte con el eje-Y igual a la
expresién final entre corchetes. Estos iltimos valores
(corte eje-Y) se representan en funcién de aquellos que
corresponden a 1/RT.g para obtener el 2do. grafico
termocinético, el cual estd asociado a la expresién entre
corchetes de (2). El ajuste lineal de esta representacién,
nos proporciona una pendiente igual a (PA — PAZE), y
un punto corte con el eje-Y igual a —A(AS°)/R. Por
otra parte, la basicidad GB de la especie estudiada se
deriva de la ecuacién GB = PA — T(A,S°) donde T=
298.15 K, es la temperatura de referencia (25 °C).

3 Resultados y discusiones

3.1 Anadlisis estructural de
neutros y protonados

isGmeros

Las hidroxibenzofenonas estdn caracterizadas por la pre-
sencia de un grupo carbonilo (>C=0) unido a dos anillos
aromaticos: bencénico y fendlico. Estos compuestos
presentan conférmeros estables via rotacién de sus
grupos aromaticos (rotdmeros) [7] y las geometrias de
los mismos quedan bien definidas por los 4ngulos diedros
w= D(0;14—C;—C32—C3), que describe la rotacién del
anillo fendlico alrededor del enlace C;—C;(0), y ¢
=D(014—C;1—Cs—Cy), la rotacién del anillo bencénico
alrededor del enlace Cs—C;(O). La Figura 3 muestra los
rotameros mds estables tanto de las hidroxibenzofenonas

neutras (2,, 34, y 4,) como de las protonadas (2,H™,
3,H* y 4,H"). Estas iiltimas se forman por protonacién
en el grupo carbonilo.

2, tiene estructura quelatada, esto es incluye un
enlace de hidr6geno [OHe e ¢O(C)] que proporciona a la
molécula una considerable estabilidad termodindmica
y tiene abundancia relativa de més del 99 % de la
poblacién conformacional [7]. Su forma protonada 2,H*
también es quelatada, con una abundancia similar a
la neutra. Respecto de 2,, la forma protonada 2,H™*
presenta marcadas diferencias geométricas, debido a la
acumulacién de carga positiva en el carbonilo protonado
>C=0HT; en el cual se aprecia un incremento de ~ 0.09
A en el enlace C—O, y ~ 6° en el dngulo de los enlaces
que unen los anillos aromaticos, estos iltimos enlaces
sufren un acortamiento de ~ 0.05 A.

3. representa casi el 50% de la poblacién
conformacional (7], en cambio su forma protonada 3,H*
aproximadamente un 29% y sus variaciones geométricas
respecto de la neutra son similares a las encontradas para
2,y 2,H*.

4, tiene dos conférmeros energéticamente similares
[7]. Su forma protonada més estable 4,H* representa
casi el 51% de la poblacién conformacional, con
variaciones geométricas también similares a los
encontrados en los casos anteriores.

4,(0=-239 ¢=-30.9)

4,H (0=-158 ¢=-366)

Figura 3. Geometrias de rotdmeros neutros 2,, 3, y 44 (Izq.) y protonados 2,H*, 3,H* y 4,H* (Derecha) mds

estables, ontimizadas al nivel BALYP/6-3114+4+Q(d b)) Distancine en A

2,
a1 amanloe en arndoe
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3.2 Anadlisis EKCM. Afinidad Proténica
PA y Basicidad GB experimentales

Tanto para 2 como para 3, se usaron seis compuestos
de referencia con PAs en un rango de 868.1 a 904.7
KJ/mol: 3- y 4-cloroanilina, 1,2,3- y 1,2,4-triazol, pirazol
y ciclopropilamina. Mientras para 4, se usaron cinco re-
ferencias en un rango de 879.3 a 921.5 KJ/mol: 1,2,3-
y 1,2,4-triazol, pirazol, allilamina y 1-butanamida. La
intensidad de los picos asociados con los fragmentos
catiénicos obtenidos por CID-MS fueron registrados a
9 energias de colision Ecym, en un rango entre 0.75 y
2.75 eV. El primer conjunto de datos termocinéticos
In ((BH*]/[BretH*]) vs (PAyesgi) - PAYCR,) se representa

A8
1 »
s
@ O
=
m
= 24
=
15 -10 5 0 5 10 15
PA g - PA™ ./ (kJ.mol™)
(a)
Figura 4.

corte eje-Y

en la Figura 4 sélo para el isémero 2 , dado que los
patrones de los otros isémeros son similares al mostrado.
PA:fg(i), el valor promedio de las afinidades proténicas de
los compuestos de referencia usadas para 2 y 3 es 884.3
+ 8.4 kJ/mol; mientras para 4 es 898.1 + 8.4 kJ/mol.
Los resultados obtenidos para la afinidad proténica PA
y la entropia de protonacién A,S° de los compuestos
estudiados fueron obtenidos del ajuste lineal del 2do
conjunto de datos termocinéticos, el cual es generado a
partir de los valores de puntos de corte con el eje Y y el
negativo de las pendientes (igual a 1/ RT ) obtenidas en
el ler conjunto de datos termocinéticos (Figura 4). La
Tabla 1 incluye los resultados termoquimicos deducidos.

010 012 0.14
(kJ.mol™)/RT
(b)

Conjunto de grdficos termocinéticos de la 2-hidrozibenzofenona, 2: (a) ler. conjunto, In[BH*]/ [BresciyH*]

vs (PAre(i)-PALE) (b) 2do. conjunto, corte-eje Y vs 1/RTeg.

Como se puede apreciar los valores experimentales
de PA, GB y A,S° son préximos a los calculados
teéricamente usando el funcional DFT, B3LYP/6-
3114++G(d,p), particularmente para los isémeros 2 y 3.
Podemos establecer la relacién PA(2) < PA(3) < PA(4),
resultado que nos indica la mayor reactividad protdnica
de 4 comparada a la de los otros isémeros; estos tltimos

Tabla 1. Valores de Afinidad Proténica PA, Basicidad GB

Entre paréntesis, valores calculados®

practicamente tienen la misma reactividad aunque
la pequefia diferencia encontrada estaria relacionada
con la mayor estabilidad termodindmica de 2 (7],
por la presencia en este isémero de un enlace de
hidrégeno. Por otra parte, encontramos también que las
hidroxibenzofenonas tienen mayor afinidad protdnica que
la benzofenona (PA = 882.3 kJ/mol) [8].

y entropia de protonacién A,S° experimentales (EKCM).

PA (kJ/mol) [ GB (kJ/mol)® [ A,8%(J.mol- T.K~ )
2 901.1 + 84 862.2 + 8.4 130.4 £+ 8.4
(2-hidroxibenzofenona) (899.8) (868.2) (106.1)
3 903.4 + 8.4 862.5 + 8.4 137.0 + 8.4
(3-hidroxibenzofenona) (901.1) (867.5) (108.2)
4 912.6 + 8.4 875.3 + 8.4 1254 + 8.4
(4-hidroxibenzofenona) (919.9) (886.2) (110.5)

* A nivel B3LYP/6-311++G(d,p). ® Deducido a partir de la relacién GB = PA — T(A,S8°) con T= 298.15 K.
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4 Conclusiones

En este trabajo se estudia la protonacién, en fase gaseosa,
de los isémeros 2-, 3- y 4-hidroxibenzofenona: 2, 3
y 4 respectivamente. Los resultados experimentales,
obtenidos aplicando la metodologia EKCM en un
espectrometro de masas con fuente ESI, permitieron
determinar la afinidad proténica PA, basicidad GB y
entropia de protonacién A,S° de estos isémeros; cuyas
geometrias (incluidas las de sus formas protonadas),
fueron analizadas mediante cédlculos DFT mecano
cudnticos con el funcional B3LYP y base 6-311++G(d,p);
nivel tedrico que permitié también estimar parametros de
protonacién préximos a los experimentales.

Encontramos que las afinidades proténicas, en kJ/mol,
determinadas guardan la relacién, PA(2) = 901.1 + 8.4
< PA(3) = 903.4 + 84 < PA(4) = 912.6 + 8.4, que
refleja la mayor afinidad proténica del isémero 4 que la
de los isémeros 2 y 3.
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