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TITULO: Estudios tedrico y experimental para evaluar la relacion actividad antioxidante-
estructura de 9ni|inas sintéticas y la alquilacién intramolecular de Friedel-Crafts de orto-alil-n-
bencilanilinas.

AUTOR: Geovanna Tafurt Garcia.”

PALABRAS CLAVES: Actividad antioxidante, ABTS, DPPH, QSAR, Alquilacién intramolecular,
MCR-ALS.

CONTENIDO: En el presente estudio, se evaluaron las actividades antioxidantes de 22 anilinas
sintéticas, por medio de los ensayos con los radicales ABTS™ y DPPH'. Basados en los datos
de actividad antioxidante y descriptores teéricos derivados de las estructuras moleculares
optimizadas, se elaboraron diferentes modelos QSAR. Los descriptores relacionados con la
energia electrénica (EE y a,) y la distribucion de carga (PPSA-2), permitieron obtener modelos
QSAR con ajuste lineal y capacidad de prediccién adecuados. Mientras que, los modelos
basados en descriptores constitucionales, topoldgicos, contenido de informaciéon y
componentes principales, aunque en ocasiones, tienen un ajuste lineal bueno, casi siempre
presentan una capacidad de prediccién baja, lo cual indica que estos descriptores utilizados
como variables independientes, poseen poca relacion con el mecanismo antioxidante.

En este trabajo también se reportan los estudios experimental y teérico de la alquilacion
intramolecular de Friedel-Crafts de orto-alil-n-bencilanilinas, que explican desde los puntos
cinético 'y termodinamico la  produccién de  dihidrodibenzo[b,e]lazepinas vy
tetrahidrodibenzo[b,flazocinas. La parte experimental en condiciones heterogéneas se llevo a
cabo por GC-FID, mientras que la espectroscopia UV-Vis con analisis quimiométrico MCR-ALS,
se usaron para examinar las condiciones de reaccién en fase homogénea e in situ. Con los
resultados obtenidos se pudo concluir que: la variacién de pardmetros como: contantes de
velocidad y energias de activacion, hicieron posible evidenciar los efectos de: sustituyente,
temperatura, velocidad de agitacion y concentracion, sobre la velocidad y selectividad de la
reaccion. La optimizacion mediante el algoritmo MCR-ALS, condujo a la estimacion de
espectros y perfiles de concentracion, imposibles de obtener mediante analisis tradicional UV-
Vis, debido a la poca selectividad en las caracteristicas espectrales. El estudio tedrico se
realizd con base en las coordenadas de reaccion relacionadas con las ciclaciones
intramoleculares 7-exo-trig y 8-exo-trig, y con el reordenamiento 1,2-H.
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INTRODUCCION

La sintesis organica ha sido una de las herramientas mas importantes para la industria
quimica en la obtencidon de sustancias para usos potenciales como agentes terapéuticos,
preservantes, pesticidas, combustibles, polimeros, colorantes, fragancias, antioxidantes,
antidepresivos y antimicrobianos, entre otros. La sintesis tradicional o convencional de
tales sustancias se realiza con base en modificaciones estructurales sobre moléculas de
origen natural y/o sintético que han presentado actividad alta, entre un grupo mayor que
inicialmente se selecciona de forma aleatoria [1,2]. Tal procedimento generalmente
requiere mayor costo y tiempo, del que se emplea en las industrias quimicas con técnicas

automatizadas [3-5].

Los inconvenientes de los procesos sintéticos relacionados con el costo y el tiempo
requerido para la elaboracion de los productos deseados, a su vez, dependen de los
reactivos utilizados y el rendimiento o la selectividad de los procesos sintéticos.
Generalmente, cuando los rendimientos y las selectividades son bajas, se requiere la
inversion de tiempo adicional para el avance de la reaccion y/o para la purificacion, lo que,
junto con el uso de nuevas condiciones de reaccion (reactivos, temperatura, solventes)
conducen al aumento de los costos de produccion. En la industria farmacéutica, por
ejemplo, el costo promedio para el desarrollo de un medicamento nuevo ha incrementado
significativamente desde 4 millones de ddlares en 1962 hasta 500 millones de ddlares en el
ano 2000. Tal aumento ha sido atribuido en parte, al cumplimiento de los requisitos
reglamentarios exigidos por organismos como la Food and Drug Administration (FDA), y
al hecho adicional de que se requiere un tiempo aproximado entre 12 y 17 afos, desde el

inicio de la investigacion hasta la aprobacion final del medicamento [6].

Hoy en dia, se utilizan herramientas computacionales que ayudan a disminuir el tiempo v,

por ende, el costo del desarrollo de nuevos medicamentos; queda atras el método clasico—



hagamos un cambio sobre un compuesto ya existente o sinteticemos uno nuevo y veamos
qué sucede-. Debido al incremento de la capacidad de procesamiento y la disminucion de
los costos, las herramientas computacionales han tenido un gran impacto sobre el problema
del disefio de moléculas. Estas herramientas permiten a través del modelamiento molecular,
determinar la incidencia de los atributos estructurales sobre la reactividad observada. En
los procesos automatizados tales como secuenciamiento de DNA, quimica combinatoria,
barrido de alto rendimiento (HTS, High-Throughput Screening), relacion entre estructura y
actividad (SAR, Structure Activity Relationship) y relacion cuantitativa entre estructura y
propiedad (QSPR, Quantitative Structure Property Relationship), entre otros, las
herramientas computacionales con base en los conceptos de mecanica molecular, quimica
cudntica y teoria de grafos, efectiian diversos papeles, entre los cuales se encuentran los
siguientes: consulta en bases de datos, dibujo de estructuras moleculares, conversion de
estructuras bidimensionales a tridimensionales, visualizacion molecular, refinamiento

estructural e investigacion conformacional y de dindmica molecular, entre otros [7-10].

Los Laboratorios de Sintesis Organica (LSO), de Quimica Orgéanica y Biomolecular
(LQOBio0) y de Cromatografia, vinculados al Centro de Investigacion en Biomoléculas
(CIBIMOL), de la Escuela de Quimica de la Universidad Industrial de Santander (UIS),
han dirigido esfuerzos para tratar de encontrar entre las sustancias sintéticas nitrogenadas,
moléculas con actividades bioldgicas comparables con las de las utilizadas comercialmente.
Asi, por ejemplo, las dihidrodibenzo[b,e]azepinas, podrian tener uso como antidepresivos,
antimaniacos o anticonvulsivos, puesto que son compuestos triciclicos nitrogenados
similares a la imipramina y la carbamazepina [11-16]. Las homoalilaminas, han presentado
actividad antifingica [17,18] y las quinolinas por su parte, poseen actividad antibacterial y
antiparasitaria [19]. Adicionalmente, las N-bencilanilinas, utilizadas como precursoras de
los compuestos antes mencionados, han presentado actividad antioxidante, antiarritmica y
antimicotica [20-26]. Bajo este contexto, las herramientas computacionales podrian ser
utilizadas para orientar la sintesis hacia compuestos con mayor actividad y ademas
ayudarian a la explicacion de la distribucion de productos, para el caso de reacciones con

selectividad baja, entre otros posibles usos. Con respecto a esto, el LQOBio, ya ha



realizado estudios para obtener SAR, tendientes a encontrar moléculas con actividad
antifungica [27,28]. Adicionalmente, teniendo en cuenta la experiencia que el laboratorio
de Cromatografia posee en la determinacion de la actividad antioxidante [29,30], el uso de
relaciones cuantitativas entre la actividad y la estructura (QSAR, Quantitative Structure
Activity Relationships) podria resultar de gran provecho, puesto que los modelos
matematicos obtenidos ayudarian a la prediccion de la capacidad antioxidante de moléculas,

aun antes de ser sintetizadas en el laboratorio [31-36].

Para ejecutar una sintesis orientada, se utilizan generalmente como punto de partida QSAR
[31-33,37]. Una vez elaborados, los QSAR permiten la prediccion de la actividad de
moléculas similares a las empleadas en el disefio del modelo mateméatico. Debido a esto, se
han constituido en una forma util para la obtencion de sustancias que pueden ser
aprovechadas en diferentes campos, incluyendo el de los antioxidantes. Por ello, en este
trabajo de investigacion se emplearon QSAR para guiar la sintesis hacia anilinas con
capacidades antioxidantes comparables con antioxidantes de referencia utilizados
comercialmente como la vitamina E, el BHA, la TBHQ y el BHT [38-40]. Las relaciones
cuantitativas se elaboraron entre parametros estructurales, calculados computacionalmente
con los programas MOLDES y Gaussian 03, y la actividad antioxidante de anilinas
sintéticas usadas como moléculas de prueba. Esta actividad se evalu6 mediante ensayos
colorimétricos con el cation radical del acido-2,2’-azino-bis(3-etil-benzo-tiazolino-6-

sulfonico) (ABTS) y el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH).

Los resultados obtenidos en esta tesis, a partir de las relaciones actividad antioxidante-
estructura de las anilinas sintéticas evaluadas, permitieron verificar la importancia de los
descriptores teoricos relacionados con la energia electronica y la distribucion de carga, en la
prediccion de la actividad antoxidante, asi como también, confirmar la importancia de los
parametros estadisticos relacionados con las validaciones externa e interna, para desarrollar

modelos QSAR con capacidad predictiva aceptable.



Juntamente con lo anterior, los quimicos, con base en los fundamentos tedricos sobre
reactividad, selectividad, efecto de los sustituyentes y los datos cinéticos y termodinamicos,
entre otros, tratan de proponer mecanismos, a través de los cuales dan explicacion a la
distribucion de los productos obtenidos en las reacciones quimicas. En la mayoria de los
casos, las velocidades de reaccion, limitadas por la presencia de barreras de energia entre
los reactivos y el estado de transicion, junto con las condiciones de equilibrio, son las que
determinan las relaciones entre productos. Por lo tanto, para el desarrollo de directrices que
permitan racionalizar y/o predecir las transformaciones sucedidas en una reaccion, se hace
necesario el seguimiento riguroso de todas las etapas elementales, a lo largo de la
coordenada de reaccion [41-43]. Sin embargo, ya que la informacion explicita sobre los
detalles energéticos y estructurales de todos los intermediarios y estructuras de transicion
en una reaccion particular, por medios experimentales, sdlo ha sido posible en pocos casos
[44], la quimica computacional constituye una técnica util para representar el mecanismo
de una transformacion quimica mediante perfiles de reaccion. Tales perfiles ilustran la
forma en la cual la energia del sistema cambia, en funcidén de la coordenada de reaccion

[45].

Para construir el perfil de una reaccidn quimica, se necesitan datos obtenidos
experimentalmente mediante el seguimiento cinético y datos tedricos-computacionales que
se fundamentan en la mecénica clasica y/o la quimica cuéntica [46-49], que ayuden a
predecir la energia de las especies involucradas en la reaccion (reactivos, productos,
intermedios y estados de transiciéon). En este contexto, es importante resaltar la gran
aplicabilidad que hoy dia tiene el método de Resolucion Multivariante de Curvas con
optimizacion mediante Minimos Cuadrados Alternados (MCR-ALS) para el analisis de
datos obtenidos a partir del seguimiento cinético experimental [50-55]. Este método utiliza
técnicas quimiométricas como el Analisis de Componentes Principales (PCA, Principal
Component Analysis), Andlisis de Factores Emergentes (EFA, Evolving Factor Analysis) y
el algoritmo SIMPLISMA (SIMPLe-to-use Interactive Self-modeling Mixture Analysis),

para el tratamiento de datos.



En el LSO se han obtenido dihidrodibenzo [b,e]azepinas como productos mayoritarios de la
ciclacion electrofilica intramolecular de orto-alilanilinas en condiciones acidas [11]. Sin
embargo, en la misma reaccion también se producen tetrahidrodibenzo[b,flazocinas y
dibenzo[b,e]azepinas, lo cual aumenta el costo de produccion, por la purificacion requerida.
Teniendo en cuenta que la distribucion de productos en una reaccion es explicada con base
en los conceptos de controles cinético y termodinamico, y que en muchos casos las medidas
cinéticas experimentales no permiten obtener informacién sobre algunas especies
involucradas en la reaccion y explicar los factores estéricos y/o electronicos relacionados
con los sustituyentes, en esta investigacion se construyeron las etapas principales de la
alquilacion electrofilica intramolecular de las orfo-alilanilinas 1 (2-alil-N-bencilanilina) y 2
(2-alil-N-(3-metilbencil)anilina), indicadas en el Esquema 1, con base en los datos
experimentales extraidos del estudio cinético mediante GC-FID y UV-Vis, y datos
computacionales como energias de reactivos, productos, intermediarios y estados de
transicion, obtenidos a través del modelamiento molecular, usando el método y el conjunto

base UHF/6-31+(d) del programa Gaussian 03.
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Esquema 1. Estructura de las orfo-alilanilinas 1y 2.

Los resultados obtenidos en este trabajo, a partir de los estudios experimental y teorico de
la alquilacion electrofilica intramolecular de las orto-alilanilinas 1 y 2, permitieron explicar
la obtencion de dihidrodibenzo[b,e]azepinas y tetrahidrodibenzo[b,f]lazocinas, desde los

puntos de vista cinético y termodindmico. Asi, la variacién de pardmetros como constantes



de velocidad y energias de activacion, hicieron posible evidenciar los efectos del
sustituyente, la temperatura, la velocidad de agitacion y la concentracion, sobre la

velocidad y selectividad de la reaccion.

Los resultados parciales de esta investigacion han sido divulgados en el CIBIMOL y
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1. MARCO TEORICO

1.1 LOS MODELOS QSAR

Los QSAR son modelos de regresion que ayudan a relacionar de forma cuantitativa
descriptores obtenidos a partir de la estructura quimica y/o pardmetros fisicoquimicos, con
medidas experimentales de actividad [31]. Los QSAR y los métodos relacionados,
histéricamente han sido aplicados por compaiiias farmacéuticas y de pesticidas para disefiar
compuestos biolégicamente activos. Sin embargo, hoy en dia, se han estado aplicando en
un numero amplio de disciplinas cientificas que incluyen quimica, biologia y toxicologia,
puesto que son considerados como herramientas cientificas confiables para predecir y
clasificar las actividades de las sustancias quimicas, atin antes de ser sintetizadas [32,56-60].
Asi, organizaciones gubernamentales de Australia, Canada, USA, Dinamarca, Alemania,
Japon y Holanda, las utilizan en un contexto regulatorio para predecir las propiedades
fisicas o quimicas, la toxicidad sobre especies acudticas y los efectos sobre la salud, de

sustancias quimicas de interés [61].

En un sentido amplio, el inicio de los modelos QSAR data aproximadamente de 1870, con
Crum-Brown y Fraser, quienes se anticiparon a la idea de que la respuesta biologica es
funcién de la estructura quimica. Luego, hacia finales del siglo XIX, Meyer y Overton
lograron un adelanto cuando usaron los coeficientes de particion aceite-agua, como escala
hidrofébica para explicar la accion narcotica de moléculas organicas sencillas.
Posteriormente, la formulacion de las constantes numéricas para los efectos electronicos de
los sustituyentes, realizada por Hammett y Taft, permitio la definicion de las constantes
alifaticas y estéricas, o y Eg, respectivamente. Finalmente, en la primera década de los 60’s,
gracias a la disponibilidad de computadores para el andlisis de regresion entre las
constantes de los sustituyentes y las respuestas biologicas, S. M. Free y J. W. Wilson
desarrollaron relaciones QSAR con el uso de descriptores nominales. Sin embargo, el
primer galardonado en el drea de quimica médica por el laboratorio Smissman-Bristol

debido al desarrollo de modelos QSAR fue C. Hansch [31,62-67].



Para construir un modelo QSAR, generalmente se deben realizar los siguientes pasos

[8,31,32,37,47,68-70]:

1. Reunir un conjunto de moléculas de entrenamiento. El nimero de moléculas usadas
para construir el modelo QSAR debe ser suficiente para asegurar la estabilidad
estadistica. Las actividades de tales moléculas, deben estar distribuidas uniformemente
a través del intervalo de valores de actividades y las moléculas seleccionadas como
conjunto de entrenamiento deben poseer la diversidad estructural adecuada para cubrir
el espacio quimico asociado con la actividad bioldgica en estudio. Ademas, los
modelos SAR, pueden tolerar relaciones de compuestos activos : inactivos que varien

entre 3:1 (i.e.-75% de activos) y 1:2 (i.e.-33% de activos).

2. Calcular, escoger y/o determinar los descriptores tedricos y/o pardmetros fisicoquimicos,
que se puedan relacionar de manera apropiada con la actividad. Los programas de
modelamiento molecular disponibles comercialmente permiten la evaluacion de
multiples descriptores tedricos y parametros fisicoquimicos. Mediante herramientas
estadisticas se escogen aquellos descriptores que sean mas significativos en la medida
de la actividad. Convencionalmente, los descriptores moleculares teoéricos se dividen

en clases diferentes, de acuerdo con su complejidad o método de célculo [71-99]:

4+ Descriptores deducidos con base en la mecanica cudntica: energia electronica total
(EE), energia de los orbitales de frontera HOMO (Epomo), LUMO (Erumo) y
SOMO (Esomo), potenciales de ionizacion (IP, ionization potentials), entalpias de
disociacion de enlace (BDE), densidades de carga y espin, polarizabilidad y

momento dipolar (MD).

4+ Descriptores derivados a partir de la estructura molecular: constitucionales,
topoldgicos (Randic, Wiener, Balaban, Kier y Hall), geométricos y de distribucion

de carga (e.g. CPSA, Charged Partial Surface Area).



4+ Descriptores obtenidos con base en las propiedades fisicoquimicas: hidrofobicos,

solubilidad, electrénicos y estéricos.

4+ Descriptores quimicos de dimension alta: mapas estéricos y de potencial

electrostatico y datos espectroscopicos.

3. Aplicar métodos estadisticos que correlacionen los cambios en la estructura con las
variaciones en la actividad bioldgica. Aunque la relacion entre un descriptor molecular
y la actividad bioldgica puede ser lineal o no, hoy en dia, es una practica comun para
construir modelos QSAR utilizar métodos tales como los de regresion lineal multiple o
multivariable (MLR, Multiple o Multivariate Lineal Regression) y de minimos
cuadrados parciales (PLS, Partial Least Squares). Para modelos no lineales, las redes
neuronales polinomiales (PNN, Polynomial Neural Network), ofrecen una alternativa
que combina los mejores rasgos de las redes neuronales artificiales (ANNs, Artificial
Neural Networks). Los procedimientos MLR/PLS también se utilizan para elaborar
modelos no lineales, debido a que proveen la no linealidad inherente de las ANN. Ya
que generalmente el numero de descriptores excede el numero de moléculas, se deben
utilizar métodos estadisticos como el de componentes principales (PC, Principal
Components) que se encargan de transformar la dimensionalidad desde el espacio de

descriptores hacia el espacio también llamado de componentes principales.

4. Validacion del modelo. Teniendo en cuenta que los modelos QSAR son desarrollados
para la prediccion de la actividad, se han disefiado varios métodos para validar su
calidad. Estos métodos han sido apoyados por el International Council of Chemical
Associations (ICCA)/European Chemical Industry Council (CEFIC) en la reunioén
denominada: “Regulatory Acceptance of QSARs for Human Health and Environment
Endpoints” realizada en Setubal-Portugal, en el afio 2002 [100,101]. Generalmente, se
distinguen dos tipos de procedimientos para validacion: los de validacion interna y los

de validacion externa. En el primer procedimiento se utilizan las mismas moléculas con



las que se construy6 el modelo matematico para la validacion, mientras que mediante el
segundo se usa un grupo de moléculas diferente. A través de la validacion, la calidad
de un modelo QSAR se puede evaluar en términos de varias medidas estadisticas como
* y ¢>. Un modelo es considerado estadisticamente significativo si r* > 0.9. El valor
de g se deriva a partir del procedimiento de validacién cruzada, en el cual, se excluye
una fraccion de moléculas del conjunto de entrenamiento y con el modelo matematico
generado a partir de las moléculas remanentes, se predice la actividad de las moléculas
excluidas. Se conocen metodologias de validacion cruzada, excluyendo una molécula
del conjunto de entrenamiento, en cuyo caso se denomina LOO, Leave One Out, o
excluyendo un grupo de N moléculas del conjunto de entrenamiento, en cuyo caso se
llama LNO, Leave N Out. Normalmente, se considera que un modelo QSAR posee una
habilidad predictiva significativa cuando presenta un valor de quoo- > 0.5.
Adicionalmente, los valores del error estandar, pueden emplearse como medida de la

precision y habilidad predictiva de un modelo QSAR.

1.1.1 Antioxidantes y métodos para la evaluacion de la actividad antioxidante.

Un antioxidante se define de forma general como “cualquier sustancia que cuando esta
presente en concentraciones bajas, inhibe o previene la oxidacion de un sustrato”. De igual
modo, desde el punto de vista bioldgico se define como “aquel compuesto que protege a los

sistemas vivos de los agentes que causan deterioro oxidativo” [102].

Segun su origen, los antioxidantes pueden ser clasificados como naturales o sintéticos. El
término “natural”, generalmente se refiere a sustancias que pueden ser extraidas de plantas
o tejidos animales, o aquellas que se forman como consecuencia de la coccion o
procesamiento de los alimentos. La mayoria de los antioxidantes naturales son derivados
fendlicos, por ejemplo, tocoferoles, cumarinas, flavonoides, acidos fenodlicos y galicos
[103-108]. Sin embargo a los carotenoides y terpenoides también se les ha determinado

algin tipo de actividad antioxidante [91,109]. Los antioxidantes sintéticos comerciales
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usados en grasas y aceites son en su mayoria fenoles, a los cuales se les han introducido
diversos grupos alquilicos para aumentar su solubilidad. Entre los mas utilizados se

encuentran el BHA, el BHT, la TBHQ y el PG [38-40,110].

Sustancias sintéticas nitrogenadas como las diarilaminas, las N-bencilanilinas, los
aminofenoles, las dihidropiridinas, los benzoimidazoles y las nitronas también han
presentado actividad antioxidante [111-115]. Las N-bencilanilinas y en particular las
arilaminas, tales como la p,p’-dioctildifenilamina (DODPA), se han utilizado como
antioxidantes en lubricantes sintéticos, especialmente en motores de turbina a gas de las
aeronaves, en donde los ésteres organicos representan uno de los grupos mas ampliamente

usados como lubricantes [23-26].

Los antioxidantes, segun el mecanismo de accidon se dividen en dos tipos: de ruptura de
cadena (ARC) y preventivos (AP). Los ARC, conocidos también como antioxidantes
primarios, inhiben la etapa de propagacién cuando le transfieren un atomo de hidrogeno a
los radicales generados durante la oxidacion (R, RO, RO, o especies reactivas de oxigeno
(ROS)), reduciéndolos [116-119]. Los AP, conocidos como antioxidantes secundarios,
previenen la etapa de iniciacion al atrapar o formar complejos con sustancias iniciadoras
como oxigeno singulete, oxigeno triplete o iones metalicos, ademas pueden actuar como
sinergistas con los ARC. Los sinergistas son compuestos que aunque tienen poca o nula
actividad antioxidante, aumentan la actividad de los ARC. Algunos ejemplos de sinergistas

son la lecitina, los aminoacidos y los acidos citrico, fosforico, citraconico y fumarico [120].

La capacidad antioxidante de una sustancia de origen sintético o natural, se puede evaluar a
través de dos ensayos generales [121,122]: la capacidad para evitar el deterioro oxidativo, y
la reactividad hacia radicales. Los resultados obtenidos en el primer tipo de ensayo no
indican el posible modo de accion de la sustancia evaluada, sino solamente la capacidad
protectora que ejerce sobre el sistema modelo utilizado; los resultados conseguidos a partir
del segundo ensayo, permiten deducir si las sustancias evaluadas podrian actuar como

antioxidantes de ruptura de cadena.
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Esquema 2. Estructuras de las moléculas de DPPH y ABTS".

Para evaluar la reactividad hacia radicales que posee un compuesto o una mezcla de
procedencia biologica, organica e inorganica, por medio de la transferencia de electrones
y/o atomos de hidrégeno, se pueden utilizar los ensayos colorimétricos con los radicales
ABTS" y DPPH' (ver Esquema 2) [123-152], entre otros métodos, a saber: el TRAP (Total
radical-trapping antioxidant parameter), el ORAC (Oxygen radical absorbance capacity),
el FRAP (Ferric reducing ability of plasma), la PCL (Photochemiluminescence), la ESR
(Electron spin resonance, cambios en la concentracion de radicales) y en general, la
capacidad para desactivar ROS y especificamente radicales alquilo, alcoxilo y peroxilo

[111,112,114,140,153,154]. A partir del ensayo con ABTS", se obtiene la capacidad
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antioxidante relativa al Trolox (TEAC, mmol Trolox/mmol antioxidante), mientras que, a
través del ensayo con DPPH', se obtiene la concentracion efectiva con la cual se disminuye
en un 50% la concentracion inicial de DPPH (ECsp, mmol antioxidante/mmol iniciales de
DPPH). La TEAC y ECsg son resultados cuantitativos y reproducibles de la reactividad
hacia radicales, que pueden ser usados en el desarrollo de QSAR y SAR para estimar la
actividad antioxidante. Sin embargo, la reactividad hacia el DPPH ha sido la més utilizada

en relaciones QSAR [86,92,155-158].

1.1.2 QSAR y antioxidantes.

QSAR y SAR han sido desarrolladas para relacionar la actividad antioxidante in vitro de
compuestos como fenoles, acidos galicos, cumarinas, flavonoides y carotenoides con
descriptores cuantitativos obtenidos a partir de la estructura molecular [86,88,90-92,95,
155,159-161]. Descriptores mecano-cuanticos como la BDE, el 1P, las Egomo, ELumo ¥
Esomo, y las densidades electronica y de espin, se han utilizado para la elaboracion de
QSAR que describen la actividad hacia radicales tales como DPPH, ABTS, alquilo,
alcoxilo y peroxilo, mediante mecanismos de transferencia de hidrégenos y/o electrones
[86-98,162,163]. Sin embargo, cabe resaltar, que muy pocos QSAR y SAR se han
elaborado para predecir la actividad antioxidante de amino-derivados [89,94,96-99,164-

167].

En adicion a lo anterior, un breve andlisis de los registros consignados en bases de datos
como Scopus entre 1985-2007 y en Web of Science entre 1999-2007, relacionados con
publicaciones sobre QSAR-antioxidante (palabra de busqueda: OSAR antioxidant) indica
una tendencia al aumento en el nimero de publicaciones que se presentan en forma de
articulos y reviews, escritos en idiomas como el inglés y el chino [168,169]. Las
investigaciones son publicadas preferencialmente en revistas como Bioorganic and
Medicinal Chemistry, Free Radical Biology and Medicine, Quantitative Structure Activity

Relationships, OSAR and Combinatorial Science, Free Radical Research, Journal of
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Molecular Modeling, THEOCHEM, Journal of Pharmaceutical Sciences, European
Journal of Medicinal Chemistry y Journal of Medicinal Chemistry. Los autores estan
asociados con instituciones ubicadas en paises como China, EE.UU., Japon, Canada, Grecia,
India, Espafa, Brasil, Croacia e Inglaterra. Los temas sobre los que se fundamentan las
publicaciones son bioquimica, biologia molecular, quimica médica, farmacologia, farmacia,
quimica organica, y toxicologia, entre otras. Adicionalmente, se puede acceder a 2409
publicaciones en forma de textos completos, tesis, repositorios, conferencias y articulos
pre-impresos, a través de las paginas web de universidades o instituciones cientificas.
Ademas, 129 patentes relacionadas con QSAR-antioxidante se detectaron en la base de
datos Scopus, 67 de las cuales se encuentran en la oficina de patentes de los EE.UU., 48 en
la organizacion mundial para la propiedad intelectual, World Intellectual Property
Organization (WIPO), 13 en la oficina de patentes de Europa y 1 en la oficina de patentes
del Reino Unido [168].
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1.2 Dihidrodibenzo[b,e]azepinas y tetrahidrodibenzo[b,flazocinas. Reactividad

quimica en la alquilacion intramolecular de Friedel-Crafts

Las dibenzazepinas son moléculas triciclicas, que pueden ser saturadas e insaturadas. Las
saturadas son conocidas como dihidrodibenzazepinas, siendo la imipramina (5) un ejemplo
clasico de este género. Mientras que, las insaturadas son denominadas dibenzazepinas,
dentro de las cuales se encuentra la carbamazepina (6). En el Esquema 3 se indican las
estructuras de las dibenzazepinas, morfantridina (7), mianserin (8), epinastina (9) y
perlapina (10). Las moléculas 7-10 son consideradas como dibenzo[b,e]azepinas, debido a
la ubicacion de los anillos bencénicos con respecto al anillo heptaciclico nitrogenado (anillo
azepinico). En general, se conoce que las dibenzazepinas pueden actuar como agentes
depresivos del sistema nervioso central, causando diversos efectos, entre los que se
encuentran: anestésico, sedativo, hipnoético, ansiolitico, anticonvulsante y antisicotico [170-

175].

N—_
H2NOC
Imipramina, 5 Carbamazepina, 6 Morfantridina, 7

eper

Mianserin, 8 Epinastina, 9 Perlapina, 10

Esquema 3. Estructuras de algunas dibenzazepinas.
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Recientemente, en el LSOF de la UIS, fueron obtenidas las dihidrodibenzo[b,e]azepinas 11
indicadas en el Esquema 4, a través de las siguientes etapas consecutivas [11]: 1.
Preparacion de N-bencilanilinas a partir de anilinas sustituidas y cloruro de bencilo; 2.
Obtencion de N-alil-N-bencilanilinas partiendo de N-bencilanilinas sustituidas y bromuro
de alilo; 3. Transposicion amino-Claisen de N-alil-N-bencilanilinas, promovida por acidos
de Lewis; y 4. Alquilacion electrofilica intramolecular de las orfo-alilanilinas en
condiciones de catalisis acida. Sin embargo, en algunas reacciones, también se obtuvieron

las tetrahidrodibenzo[b,flazocinas 12 [11].

R R O
R} N
/

R, H R, H
Dihidrodibenzo[b,e]azepinas, 11 Tetrahidrodibenzo[b,f Jazocinas, 12

a) R=R,=R,~H

b) R=R,=H, R,=Cl g) R=R,=F, R,=H

C) R=F, R1=R2=H c) R=F, R1=R2=H

d) R=Cl, R,=R,~H f) R=R,=Cl, R,=H

e) R=H, R1=Cl, R2=CH3
f) R=R,=Cl, R,~H

Esquema 4. Dibenzazepinas y tetrahidrodibenzo[b,flazocinas sintetizadas en el LSOF de la UIS.

Segun lo indicado en el Esquema 5, la obtencion de 11 se puede explicar con base en la
formacion de un carbocation bencilico a partir de un carbocation alquilico secundario,
producto de la adicion de un proton al fragmento alilico de la orto-alilanilinas. Asi mismo,
la produccion de 12 se fundamenta en la alquilacion electrofilica intramolecular
(sustitucion aromatica electrofilica), sucedida directamente sobre el carbocation alquilico
secundario. En general, la produccion de 11 es referida como un proceso de control

termodinamico y la obtencion de 12 es representada como un proceso de control cinético

[11].
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En la literatura cientifica, se expresa que una reaccién estd controlada cinéticamente,
cuando las proporciones en que se obtienen los productos, estan determinadas por sus
velocidades relativas de formacion ([kT/h]exp[-AG”/RT]). Es indudable que las reacciones
con estructuras de transicion de energia alta deben proceder mas lentamente que aquellas
con estructuras de transicion de energia menor. Pero, si se requiere un analisis cuantitativo
mas riguroso, se deben involucrar modelos sofisticados que describan relaciones entre las
propiedades del estado de transicion y la cinética de la reaccion. De tales modelos, el mas
versatil es el de la teoria del estado de transicion (TST, Transition State Theory). Por otro
lado, si una o mas etapas de la reaccion son reversibles o si los productos son facilmente
interconvertibles, su composicion puede estar determinada por su estabilidad
termodinamica relativa (-AG = RTInK, en donde -AG = AH-TAS). En este caso, se indica
que la reaccion estd controlada termodinamicamente y las proporciones relativas de los
productos pueden ser determinadas por la relacion de sus factores de Boltzman (Factor de

Boltzmann = exp[-E/RT]) (E= energia total o interna del sistema) [41,42,49,176-178].

R Z R £ R

+

SN RO T s D
R, H R2H H H H

R;
Orto-alilanilinas Carbocation alquilico secundario Carbocation bencilico
JS—exo—trig J7—ex0—trig
R =0
boe L
1 HN 1 g N
R, H R, H

Tetrahidrodibenzo[b,f]azocinas (12) Dihidrodibenzo[b,e]azepinas (11)

Esquema 5. Ruta propuesta para la alquilacion electrofilica intramolecular de orfo-alilanilinas en
condiciones acidas.
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En general, pueden presentarse como minimo cuatro casos de perfiles de energia para la
sustitucion aromatica electrofilica (SgAr), a saber: 1, donde el paso determinante de la
velocidad es la generacion del electrofilo; 2 y 3, en los cuales la formacion del complejo o,
es la etapa mas lenta y el estado de transicion (TS, Transition State), puede ser
estructuralmente similar al reactivo (late) o al producto (earlier); y 4, en donde el paso
limitante de la reaccion es la remocion del proton para la aromatizacion del sistema [41].
Las etapas que involucran la formacion de complejos m, cuya presencia en reacciones de
SeAr, ha sido comprobada en diversas investigaciones [179-183], pueden o no tenerse en
cuenta para la construccion de perfiles, debido a que no son etapas determinantes de la
velocidad global de reaccion [41,176]. Adicionalmente, cabe resaltar que las
investigaciones realizadas por J. Kochi, desde el punto de vista térmico y fotoquimico, le
permitieron considerar que la formacion del complejo o se podia llevar a cabo a través de

dos pasos, con un paso inicial de transferencia de electrones [45,184,185].

Debido al amplio uso de las reacciones de SgAr en sintesis, y al hecho general, de que la
reactividad y la selectividad estan determinadas por factores electronicos y estéricos, ha
resultado de gran interés cientifico tratar de explicar desde el punto de vista experimental y
tedrico, la distribucion de productos en las SgAr. Asi, en la literatura, se encuentran
reportados ejemplos de estudios experimentales del mecanismo de reaccion con base en
datos cinéticos que evaluan los efectos isotopicos, del solvente y del sustituyente [186-193],
y estudios tedricos que involucran o no el complejo de transferencia de carga propuesto por
J. Kochi [194-214]. Adicionalmente, cabe anotar que las reglas de Baldwin, el postulado
de Hammond y el principio de Curtin-Hammett/Winstein-Holness, son conceptos que
pueden emplearse para ayudar a explicar la reactividad y selectividad de las reacciones en

general [41,45,176,215,216].

Aunque la alquilacién intramolecular de Friedel-Crafts, es un ejemplo especifico de SgAr,
en los reportes cientificos se encuentra abundante informacion, unicamente relacionada con
sintesis y cinética [217-221]. Sin embargo, desde el punto de vista teérico, solo se hall6 el

reporte de D. Tantillo, relacionado con las SgAr intramoleculares [222]. Hecho que resalta
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la necesidad de afadir evidencia para la explicacion tedrica sobre la distribucion de
productos en este tipo de reacciones. Es importante recalcar que V.V. Kouznetsov y A.
Palma se encuentran entre los autores principales que han realizado publicaciones
relacionadas con alquilacion intramolecular de Friedel-Crafts, promovida por acido
sulfurico. Esta ruta sintética ha sido utilizada por ellos para obtener diferentes derivados
nitrogenados  entre los que encuentran ademads, espirodihidroquinolinas,

tetrahidroisoquinolinas y espirojulolidinas [12,223-232].

1.2.1 Perfil de reaccion.

Los perfiles de reaccion ilustran la forma en la cual la energia del sistema cambia, en
funcion de la coordenada de reaccion. Es decir, muestran las variaciones energéticas
asociadas con las transformaciones desde reactivos hasta productos a través de TS y/o
intermediarios. Sin embargo, cuando la coordenada de reacciéon no estd bien definida
debido al gran nimero de movimientos de doblamiento y alargamiento que pueden
presentarse en una molécula con N atomos, se utilizan superficies de energia potencial
(PES, Potential Energy Surface), para la localizacion confiable de minimos y puntos de
silla. Tanto los minimos como los puntos de silla, son puntos estacionarios sobre la PES y
debido a esto, en estos puntos, la primera derivada de la energia potencial (6V/6Ri) con
respecto a las coordenadas internas es igual a cero. Para los minimos, ubicados sobre los
valles de la PES, los valores propios de la matriz de la segunda derivada (8°V/8Ri), también
denominada matriz de Hess o Hessiana, deben ser positivos, i.e., la PES debe ser concava
hacia arriba. Mientras que, para puntos de silla localizados sobre montafas o elevaciones
que atraviesan la PES, debe existir nicamente un valor propio negativo de la matriz
Hessiana. El vector propio, asociado al valor propio negativo, indica la direccion del
movimiento, i.e., es la coordenada o trayectoria de reaccion en el punto de silla [45-47,233-

235].
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Hay dos procedimientos basicos para calcular trayectorias de reaccion. El primer tipo, se
refiere a métodos para optimizar trayectorias y encontrar TS, en los cuales, la investigacion
se realiza sin el conocimiento previo del TS. En el segundo tipo de procedimientos, se
empieza en un punto de silla de primer orden sobre el PES y con base en éste se determina
la coordenada de reaccion sobre la trayectoria descendente mas inclinada hacia reactivos y
productos. Aunque el procedimiento de trayectoria descendente mas inclinada puede ser
obtenido en cualquier sistema de coordenadas, cuando se utiliza un sistema de coordenadas
cartesianas ponderado con respecto a la masa (Mass-Weighted), el procedimiento se conoce
como coordenada de reaccion intrinseca (IRC, Intrinsic Reaction Coordinate). Los
algoritmos utilizados para el célculo de trayectorias de reaccion pueden ser clasificados
como explicitos o implicitos. Los métodos explicitos, realizan cada paso, unicamente con
base en la derivada del punto inicial; los implicitos, toman la informacion de las derivadas
en los puntos iniciales y finales, en cada paso del procedimiento, por lo que son mas

dificiles de implementar [236-242].

La prediccion computacional exacta de las energias de una reaccion quimica (el cambio de
entalpia a 0K, AHy y el AEyat umbral adiabatico vibracional), requiere la adicion de las
energias vibracionales en el punto cero Ezpg, a las energias electronicas [243]. Para la
determinacion de la energia del sistema, se pueden utilizar programas computacionales
como Spartan, Gaussian ¢ Hyperchem, cuyos métodos se fundamentan en la mecanica
molecular, estructura electronica y funcionales de densidad. Estos dos tultimos, utilizan
conjuntos base que representan los orbitales moleculares en diferentes niveles de

complejidad matematica [46,242].

1.2.2 Resolucion Multivariante de Curvas. Optimizacion mediante Minimos

Cuadrados Alternados (ALS).

Los llamados Métodos Multivariantes de Resolucion de Curvas (MCR) comprenden un

conjunto de técnicas quimiométricas que permiten obtener una aproximacion del
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comportamiento del sistema a partir del analisis matematico de los datos experimentales
haciendo muy pocas (o ninguna) hipotesis previas sobre la naturaleza o la composicion del
sistema en estudio. La principal importancia de MCR radica en su utilidad para el
seguimiento espectroscopico de una mezcla de reaccidon, cuyas especies no presentan
longitudes de onda selectivas, ie., el solapamiento espectral entre las bandas
correspondientes a diferentes compuestos esta presente. Los ultimos avances en esta
herramienta quimiométrica estan relacionados con el modelamiento de procesos cinéticos a
través de algoritmos cuyo ajuste con los datos experimentales puede realizarse a través de

un modelamiento blando o duro (Soft modeling o Hard modeling) [50-54].

Entre los principales autores que trabajan en el area de MCR-ALS estan R. Tauler, M.
Esteban, J.M. Diaz-Cruz, C. Arino y A. De Juan, los cuales estan asociados con
instituciones ubicadas principalmente en Espafia. Los temas sobre los que se fundamentan
sus publicaciones son: quimica analitica, bioquimica, genética, biologia molecular, ciencias
ambientales y matematicas. A través de Internet se logra acceder gratuitamente a los
algoritmos de MCR-ALS que se pueden implementar facilmente mediante MATLAB
[55,168]. A continuacién se detallan los fundamentos teodricos de las técnicas

quimiométricas empleadas en MCR-ALS.

1.2.2.1 Analisis de Componentes Principales y Métodos de Resolucion de Curvas.

El andlisis de componentes principales (PCA, Principal Component Analysis) [50], permite

la descomposicion de una matriz de datos D, de la siguiente forma:
D=UVI+E=D+E Ecuacion 1

La descomposicion obtenida por PCA origina las matrices ortogonales Uy V'. Donde U'y
V son las matrices de resultados (scores) y cargas (loadings), obtenidas para el nimero de

PC seleccionados. E es la matriz de error residual o ruido y D es la matriz de datos

estimada.
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La diferencia entre la matriz de datos original D y la matriz de datos reproducida D
correspondiente a E, se calcula para conocer el nivel de varianza residual no explicada por
el nimero de PC deducidos. Para una matriz de datos bilinear (matriz de datos
experimentales que se puede expresar como el producto de una matriz de concentraciones
por otra matriz que contenga la sefial pura de las especies presentes. Esta condicidon se
satisface para la mayoria de las técnicas espectroscopicas si se cumple la Ley de Lambert-
Beer), E deberia ser el nivel de ruido o error experimental para el nimero correcto de PC.
Ahora bien, asumiendo que las matrices de datos espectroscopicos obtenidos en el proceso

de analisis de experimentos son bilineales, es decir:

D = CA Ecuacion 2

di; = Xy

Donde D es la matriz de datos que contiene los espectros adquiridos de forma ordenada a lo
largo del proceso (d;; es el componente de la matriz D en la posicion ij). C y A son las
matrices de los perfiles de concentracion y de los espectros de los componentes quimicos
puros, para el conjunto de componentes espectroscOpicamente activos en el intervalo
estudiado (cix es el componente de la matriz C en la posicion ik, aij es el componente de la
matriz A en la posicion kj). Las dimensiones de las matrices son C (NS x NC) y A (NC x
NW), donde NS es el nimero de espectros adquiridos, NW es el nimero de canales
espectroscopicos (longitudes de onda), y NC es el numero de los componentes quimicos en
la mezcla. El objetivo de MCR es obtener a partir de D las matrices reales C y A
fisicamente significativas, i.e., soluciones con formas razonables para los espectros y los
perfiles de concentracion. Tal tarea no puede realizarse so6lo con la descomposicion
mediante el PCA, si no se introduce informacion adicional. Ya que la Ecuacion 3 tiene un
numero infinito de soluciones para cualquier matriz de transformacion arbitraria T, se
presentan ambigiiedades rotacionales y de intensidad al resolver C y A, si no se suministra
informacion adicional para restringir el niimero de soluciones posibles. Esta es entonces la

tarea general de los MCR.
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D =uvi=UuTrT'V' = CA Ecuacion 3
+ Ambigiiedad de intensidad

Hay una ambigiiedad de la intensidad intrinseca a todas las soluciones de los MCR, ya que

para cualquier escalar m, se tiene:

dij = Zcikakj + eij Ecuacion 4
Cikakj = (cikaI/makj) =cly a Kj
Donde e¢; es el componente de la matriz E en la posicion ij, ¢’ix es multiplo del componente

cik y @’y es el inverso del multiplo del componente ay;.

Esto significa que las concentraciones y los espectros estimados se escalaran por algun
factor desconocido m, propio para cada componente. Esto no representa un problema serio
en analisis cualitativo, pero si lo es para la cuantificacion. Normalmente la ambigiiedad de
intensidad en datos bilineales puede eliminarse utilizando restricciones de sistema cerrado
para las concentraciones, normalizacion o restricciones de igualdad (conocimiento externo,

ya sea acerca de los espectros o de los perfiles de concentracion).

4+ Ambigiiedad de rotacion

Esta ambigiiedad mas importante que la de intensidad, se presenta cuando hay dos o mas
componentes superpuestos que ademas son linealmente independientes. El espectro
estimado para cualquiera de estos componentes sera una combinacion lineal desconocida de

los componentes verdaderos;

a'k = Ztkak Ecuacion 5

23



Donde t, son las constantes de rotacion desconocidas, a, son las unidades verdaderas de los
espectros de los componentes puros y a’x son los espectros estimados para cada uno de los

componentes puros.

% Selectividad

Para aquellas ventanas de tiempo, durante la corrida de un proceso, donde hay tinicamente
un componente, no hay ambigiiedad rotacional. Esto significa que el PCA o cualquier otra
solucion proporcionaran las formas correctas para los perfiles de concentracion y
espectrales. En este ultimo caso, Unicamente estara presente la ambigiiedad de la
intensidad. Para remover la ambigiiedad rotacional, es importante detectar las regiones
donde la selectividad esta presente, porque en estas regiones los espectros y los perfiles de

concentracion tienen la forma correcta.

En el caso en que el problema quimico no permita aplicar ese tipo de restricciones, las
soluciones obtenidas se veran inevitablemente afectadas por la ambigiiedad. Por lo tanto,
surge la necesidad de estimar el intervalo o banda de posibles soluciones obtenidas para el
perfil de cada especie en particular. Esta banda estd delimitada por limites maximos y
minimos. Estos limites pueden definirse de diferente forma. Uno de los algoritmos mas
simples para la evaluacion de los limites de las bandas (band boundaries) se basa en la
optimizacion de una funcion objetivo que se define por la relacion entre la contribucion de
la sefial de cada especie con el total de la sefial medida. Implementando diferentes
restricciones durante la optimizacion se reduce considerablemente el ancho o limite de las

bandas de las soluciones posibles.

1.2.2.2 Niimero de componentes en la mezcla.

La determinacion de este numero esta relacionada con la evaluacion del nivel de varianza

causada por otras fuentes diferentes a la muestra (e.g. dispersion de la luz). Si los
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componentes quimicos tienen una contribucion mas grande que la del ruido (cambios en la
linea base y el background), entonces, el numero de componentes quimicos puede
inicialmente estimarse por la comparacion de sus respectivos valores singulares (singular
values). Los valores singulares relacionados con la absorcion del background y los
cambios en la linea base se obtienen en el analisis de las regiones espectrales donde los
componentes quimicos no absorben. Los valores singulares relacionados con los
componentes quimicos de interés se obtienen del andlisis de las regiones espectrales entre
las bandas de absorcion. El numero de componentes estimados de esta forma se comprueba
mediante analisis de factores emergentes (EFA, evolving factor analysis) y/o SIMPLISMA
(SIMPLe-to-use Interactive Self-modeling Mixture Analysis). Luego, a través de la
optimizacion con minimos cuadrados alternados (ALS, Alternating Least Squared) se busca

aquella solucion que se ajuste bien a los datos y tenga significado fisico.

+ Selectividad del sistema y estimacion inicial de los perfiles de concentracion por EFA

La idea basica de este procedimiento es proporcionar una estimacion inicial de los perfiles
de concentracion, examinando la forma en que los valores singulares asociados con estos
componentes evolucionan (o emergen) y cambian en magnitud en el sentido del avance del
proceso (EFA forward) o en el sentido contrario (EFA backward). En este procedimiento,
la deteccion de la presencia de intervalos de selectividad puede resolver la ambigiiedad
rotacional. Otros métodos usados para detectar la selectividad del sistema son el andlisis
de rango local (local rank analysis), analisis de factores por ventanas (window factor
analysis) y andlisis de factores emergentes con ventana movible de tamaio fijo (fixed-size

moving window evolving factor analysis).
4+ SIMPLISMA
Método de relativa facilidad de uso en comparacion con el analisis de factores basado en la

técnica ISMA. Este método permite hallar variables puras en un conjunto de datos

experimentales sin la necesidad de realizar el PCA. En términos espectroscopicos una
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variable pura es aquella cuya intensidad se debe tnicamente a uno de los componentes de la

mezcla (e.g. un nimero de onda para FT-IR, etc.) [51,54].

El procedimiento se basa en la evaluacion de la desviacion estandar relativa de las
columnas de la matriz de datos. Una desviacion estandar relativa grande indica una pureza
alta de la columna. En primer lugar se halla la columna con la desviacion estandar relativa
mayor. La segunda variable de pureza mayor, ademas de poseer la siguiente desviacion
estandar mds alta, debe presentar una correlacion minima con la primera variable pura
encontrada. Para el andlisis de las siguientes variables puras se aplica un factor de
ponderacion que se evalua a través de una funcion para calcular determinantes. Este factor
de ponderacion indica la independencia entre las variables calculadas y las analizadas. A

mayor independencia mayor valor y viceversa.

1.2.2.3 Optimizacion restringida de los espectros y de los perfiles de concentracion por

MCR-ALS (soft modeling).

A partir de los resultados de EFA o SIMPLISMA se puede obtener la ventana o intervalo
de existencia de cada componente, asi como también los perfiles de concentracion. Estos
espectros y perfiles de concentracion se utilizan como valores iniciales en un procedimiento
de optimizacion ALS con restricciones. En cada iteracion de la optimizacion se obtiene
una nueva estimacion de la matriz de espectros A y de la matriz de perfiles de

concentracion C, para lo cual se usan las dos ecuaciones siguientes:

A =CD Ecuacion 6
C = DA" Ecuacién 7

Donde las matrices C" y A" son las matrices pseudo inversas de C y A. La seleccién del

numero correcto de componentes en el calculo de D es esencial. El uso de esta matriz en

vez de la matriz de datos experimental, D, mejora la estabilidad de los célculos, ya que en
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D ha sido sustraido el ruido. Para limitar el niimero de soluciones posibles para estas

ecuaciones, se puede aplicar el siguiente conjunto de restricciones.

e Restricciones para los perfiles de concentracion.

a. No negatividad: los perfiles de concentracion deben ser positivos.

b. Forma: cuando se conoce la forma caracteristica de los perfiles de concentracion de los
diferentes componentes, ellos pueden ser usados como restricciones. Un ejemplo tipico
es la unimodalidad (Ginicamente un pico por perfil).

c. Sistema cerrado: en todo momento, la suma de las concentraciones de las especies

presentes (o de algunas de ellas) es igual a una constante.

e Restricciones sobre los valores espectrales
a. No-negatividad: los valores espectrales son forzados a ser positivos. Esta condicion no

se aplica para la derivada de los espectros.

e Evaluando el numero de componentes

Uno de los aspectos primordiales en la aplicacion de MCR es la determinacion del nimero
de factores que causan la variabilidad observada en los datos experimentales, lo cual puede
tomarse como el rango quimico de la matriz de respuestas (chemical rank), si se supone que
contribuciones como la del ruido instrumental, no son importantes.

En el analisis de rank asociado con las matrices de datos obtenidas en el estudio de una
reaccion quimica se mostrd que el rank es igual a min(r+1, c¢), donde r es el numero de
reacciones independientes en el sistema quimico y ¢ es el nimero de especies absorbentes.
Por lo tanto, cuando r+1 < ¢, hay deficiencia de rank. Cuando el sistema analizado
proviene de procesos en evolucion, el conjunto de datos obtenidos frecuentemente resulta
deficiente de rank, es decir, el nimero de contribuciones significativas a la varianza de los
datos, es menor que el nimero real de especies quimicas presentes en el sistema. La
deficiencia de rank puede ser causada por varias razones, a saber: los perfiles de
concentraciéon pueden ser linealmente dependientes de acuerdo con las ecuaciones de

balance de masa derivadas de las reacciones quimicas, y el solapamiento, tanto en los
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espectros como en los perfiles de concentracion. Este ultimo puede ser el caso de procesos
en los cuales dos o mas especies se forman o se consumen durante la reaccidon a igual

velocidad, produciendo perfiles de concentracion de igual forma.

La deficiencia de rank puede resolverse siguiendo dos metodologias: (a) la construccion de
una matriz aumentada (M), ensamblando distintas submatrices correspondientes al analisis
del proceso bajo distintas condiciones iniciales linealmente independientes y (b) la
perturbacion del sistema, por la adicion de un componente (reactivo o producto) o una
mezcla de ellos durante el proceso. Segin M. Amrhein ef al., con estas dos procedimientos
se consigue un aumento de rank, puesto que, se introducen perfiles de concentracion
cinéticamente independientes, de tal forma que, matematicamente para el caso (a) se tiene
que, el rank(M)= rank(C)= min(r+m, c), y para el (b) el rank(M)= rank(C)= min(r+m, c)
[244]. Donde C es la matriz de concentraciones compuesta por submatrices de cada
experimento, M es la matriz de datos elaborada con base en la pertubacion de la reaccion, C
es la matriz de concentracion extraida a partir de M y m es el numero de submatrices,

corridas o condiciones experimentales diferentes.

En general, si el nimero de componentes es incierto, la optimizacion con ALS se realiza
para todas las posibilidades en nimeros de componentes. Se considera que el nimero
correcto de componentes es aquel que proporciona el mejor ajuste a la matriz de datos

experimental D y soluciones fisicamente significativas.

Adicionalmente, hay dos restricciones que pueden ser utilizadas en el andlisis de matrices

aumentadas:

e Los componentes comunes tienen un unico espectro en todas las matrices de datos que
corresponden a sesiones experimentales con diferentes condiciones iniciales: esta
restriccion tiene un efecto importante sobre la solucion de los perfiles de concentracion
y de los espectros, en términos de cuantificacion. De esta forma se remueven la escala

y la ambigiiedad de intensidad.
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e Componentes con concentracion cero: cuando no se sabe si un componente esta
presente en una corrida especifica, entonces la concentracion de tal componente en C es
forzada a ser igual a cero. La pregunta acerca de la presencia o ausencia de un cierto
componente en una sesion experimental puede responderse por la inspeccion de los
resultados del analisis individual MCR-ALS sobre cada una de las matrices que

conforman la matriz aumentada.
4+ Parametros que expresan la calidad del ajuste MCR-ALS

Existen diferentes parametros a partir de los cuales se puede obtener informacién acerca de
la bondad del ajuste realizado mediante MCR-ALS. Entre ellos se encuentran: LOF (lack
of fit), R* y r [54]. El LOF expresa la falta de ajuste entre las matrices D y D, y R?

representa el porcentaje de varianza explicada por D, a saber:

> ¥, -d
LOF = |~
>3d,
1 J

Ecuacion 8

>y
e Ecuacion 9

i
22
L

2 _

Donde d;; y d ; representan cada uno de los elementos de la matrices D y D.

Adicionalmente, para el caso en el que se posea informacion acerca de los perfiles
espectrales reales de los componentes puros, es conveniente utilizar el criterio de similitud
r, que evalua la correlacion existente entre los perfiles espectrales estimados mediante

MCR-ALS (S)) y los espectros puros reales (S;), asi:
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-

S, Si

s}

r=Cosy = Ecuacion 10

Si

Donde v es el dngulo definido por los vectores asociados con S; y .

1.2.2.4 Técnica de modelado duro (hard modeling).

Las técnicas de modelado duro para el ajuste de datos experimentales se basan en
relaciones matematicas que describen de forma cuantitativa las medidas. En cinética
quimica, el andlisis mediante estas técnicas de modelado con minimos cuadrados, esta
basado en el conocimiento del modelo cinético o mecanismo de reaccion que describe
cuantitativamente la reaccion, i.e., las concentraciones de las especies presentes en el

sistema [52,53].

El ajuste mediante minimos cuadrados consiste en encontrar el conjunto de parametros para
los cuales la suma sobre todos los cuadrados (SSQ) de los elementos de la matriz de error,
E, es minima. Esta suma crucial es funcion de los datos experimentales, D, el modelo y los

parametros, a saber:

SSQ = f(D, modelo, parametros) Ecuacion 11

Hay dos tipos de parametros: (a) las constantes de velocidad, que junto con el modelo
cinético, definen la matriz de concentraciones C y; (b) las absorptividades molares de todas
las especies reactantes, que son elementos de la matriz A" y parametros lineales. Sin
embargo, la SSQ puede definirse unicamente en funcioén de los pardmetros no lineales (las

constantes de velocidad).

El aspecto mas dificil del modelado duro es la determinacion del modelo cinético correcto.

El proceso de ajuste de varios modelos y comparar los resultados puede ser tedioso.
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Usualmente se escoge el modelo mas simple que ajuste adecuadamente los datos con el
menor error posible, lo que no prueba necesariamente que el modelo sea correcto. Ademas,
resulta importante reconocer que el modelado duro basado en el mecanismo de reaccion no
describira artefactos tales como la deriva de la linea base. De tal forma que, si los datos son
directamente analizados ignorando la interferencia, los resultados tendran un gran

porcentaje de error.

1.2.2.5 Mezcla de técnicas de modelado blando y duro (MCR-ALS con ajuste cinético).

Otra posibilidad para el analisis de datos espectroscopicos procedentes de la monitorizacion
de reacciones consiste en una estrategia capaz de combinar los métodos de modelado
blando y duro. Asi, la flexibilidad ligada a los métodos de modelado blando permite
modelar contribuciones diferentes a aquellas relacionadas con el proceso de reaccion
estudiado o analizar simultdneamente experimentos diferentes, mientras que, gracias al

modelado duro, es posible obtener las constantes cinéticas vinculadas a la reaccion [52,53].

Los perfiles cinéticos (C) obtenidos en el modelado blando son los parametros de entrada
para un ajuste cinético multivariable. El ajuste se hace directamente sobre los perfiles de
concentracion sin tener en cuenta las contribuciones espectrales (parametros lineales). Los
perfiles cinéticos resultantes reemplazan los perfiles derivados mediante MCR-ALS
convencional y como informacion adicional se obtienen las constantes de velocidad del
proceso. Al incluir el paso del ajuste cinético del modelado duro en el procedimiento de
resolucion, decrece significativamente la ambigiiedad rotacional asociada con la técnica de
modelado suave. Ademas, permite analizar sistemas en los cuales se desconoce la
concentracion de partida de los reactivos. Por otra parte, algunas de las especies presentes
en el sistema pueden modelarse de manera blanda (aquellas que no estan vinculadas al
modelo cinético subyacente), mientras que, las especies de interés son ajustadas al modelo
cinético propuesto. De todas maneras, la obtencidon de buenos resultados estd condicionada

a la correcta seleccion del modelo que se emplea como restriccion.
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Este trabajo se elaborar6 en dos etapas generales, a saber: (1) el establecimiento de los
QSAR entre las capacidades antioxidantes y los descriptores teéricos de anilinas sintéticas
13-34; y (2) la construccion del perfil de la alquilacion electrofilica intramolecular de las

orto-alilanilinas 1y 2, con base en datos cinéticos y computacionales.

2.1 OBTENCION DE QSAR

La capacidad antioxidante de las anilinas 13-34, se evalud con los ensayos colorimétricos
que utilizan los radicales DPPH" y ABTS". El ensayo con el radical DPPH' se efectud
segun el procedimiento de W. Brand-Williams, et al. [124]. La prueba con el cation radical
ABTS" se ejecutd de acuerdo con el método reportado por R. Re, et al. [125]. Los blancos
se realizaron por adicion de alicuotas de los solventes. Los datos fueron adquiridos en un
espectrofotometro VIS JENWAY 6300 con cubetas plasticas desechables (1 cm x 1 cm x
4.5 cm). Los valores de TEAC y ECsy obtenidos, se relacionaron a través de modelos de
regresion lineal multiple con los descriptores teodricos apropiados, calculados para las
estructuras de las anilinas 13-34, por medio de los programas MOLDES (Tartu State
University, Tartu, Estonia) [8] y Gaussian 03 [245]. Las graficas obtenidas en la evaluacion

de la actividad antioxidante para las anilinas 25, 26, 33 y 34 se indican en el Anexo 1.

2.1.1 Reactivos y materiales.
La vitamina E (97%) fue adquirida de Aldrich Chemical Co (Milwaukee WI 53233, USA);

el DPPH y ABTS" fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Chemie GmbH (89552 Steinheim,
Germany 49-7329-970); el metanol y el etanol, grado HPLC, se obtuvieron de Mallinckrodt
(Phillipsburg, NJ 08865, USA). Las anilinas fueron sintetizadas por L. Y. Vargas (13-24 y
27-32) y G. Tafurt (25, 26, 33 y 34) en el LQOBAio de la UIS, bajo la direccion del Prof. Dr.
V. Kouznetsov. En las Tablas 1y 2 se indican la estructura y la pureza de las anilinas 13-

34.
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Tabla 1. Estructuras y pureza de las anilinas 13-26.

R, N
R, 2be
345
N o
4" 5v6'
W RH S
23
SN
Ar Piridilo
Anilina Pureza por GC R, R, R; Ry
(%)
13 98 H H CH; H 27 (o)
14 99 H H CH; H 37(B)
15 99 H H CH, H 4 ()
16 90 H CH, H CH; 2" (@)
17 98 H CH; H CH; 37(B)
18 99 H CH; H CH; 4 (y)
19 98 H H I H 2’ (o)
20 99 H H I H 3 (B)
21 99 H H I H 4 (y)
2 95 H NO, H H 2" (@)
23 97 H NO, H H 3 (B)
24 96 H NO, H H 4 (y)
25 96 H H OCH; H 4@y
26 93 OCHj4 H H H 4’ ()
Tabla 2. Estructuras y pureza de las anilinas 27-34.
R, |
iR; :
iR II\I i i
i R, IH §
LA 1 Ryl
LR
LA i
Ar Ar'
N-Bencilanilina Pureza por GC R, R, R; Ry R, R,
(%)
27 99 H H CH, H NH, H
28 90 H H H H H N(CH3),
29 98 H H H H OCH; OH
30 96 H H H H H OH
31 99 H H H H H OCH;
32 97 H NO, H H H OCH;
33 91 H H OCHj3 H OCH; OH
34 96 OCH, H H H OCH, OH



2.1.2 Actividad antioxidante.

2.1.2.1 Ensayo con ABTS".

Se disolviéo ABTS (38.5 mg) en agua destilada (10 mL) y se adicion6 persulfato de potasio
(6.90 mg). La solucion final se dejoé en reposo, durante 20 horas a temperatura ambiente y
en la oscuridad, con el objeto de obtener el cation radical ABTS™. Una alicuota de la
solucién de ABTS", se diluy6 en etanol hasta conseguir una absorbancia de 0.70 (+ 0.20) a
734 nm. Se realiz6 una curva de calibracion con el antioxidante de referencia Trolox, para
lo cual se grafico la disminucion de la absorbancia (dA), producida 6 min después de la
adicion de 30 uL de mezclas patrén (0.25-1.98 mM) sobre 3 mL de la solucion de ABTS"
(0.70£0.20). Una vez obtenida la ecuacion de regresion lineal (dA vs mmol de Trolox), se
prepararon cinco mezclas de concentracién conocida de cada una de las anilinas 13-34, y se
evalud la disminucion que tales mezclas causaban en la absorbancia de la solucion de
ABTS", asi como con el Trolox. La TEAC de las anilinas 13-34 se estim6 con respecto al
Trolox (mmol Trolox/mmol anilina), utilizando la relacion entre la pendientes de la curvas

de las anilinas (grafica dA vs mmol anilina) y la del Trolox (grafica dA vs mmol Trolox).

2.1.2.2 Ensayo con DPPH.

Inicialmente, se elabor6 una curva de calibracion (A = 514 nm), con soluciones patron de
DPPH' disuelto en etanol. Una vez obtenida la ecuacion de regresion lineal entre la
absorbancia y la concentracion de DPPH' (uM), se tomaron 2.5 mL de la solucion de DPPH
(90 £ 5 uM), para realizar las respectivas mediciones de actividad antioxidante. Primero se
llevo a cabo la medicion del estado estacionario, que en este caso se define como el tiempo
en el cual la absorbancia o concentracion de DPPH' deja de disminuir (o en su defecto la
disminucion entre dos lecturas consecutivas es menor del 10%), después de la adicion de
0.5 mL de solucion de la sustancia a evaluar sobre solucion de DPPH (2.5 mL, 90 £ 5 uM).
Mediante este procedimiento se estimaron los estados estacionarios para cinco valores de

concentraciones diferentes de las anilinas 13-34. Con base en los datos obtenidos
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(absorbancia DPPH vs tiempo), se elaboraron las graficas de DPPH remanente (%) vs EC
(concentracion efectiva, uM anilina/uM DPPH inicial), a partir de las que se interpolaron

los valores de las ECsy (uM anilina/uM DPPH inicial), para las anilinas 13-34.

2.1.3 Descriptores moleculares.

Mediante el software MOLDES (Tartu State University, Tartu - Stonia) [8], se obtuvieron
86 descriptores moleculares con base en las geometrias optimizadas de las anilinas 13-34
(constitucionales, geométricos, topoldgicos, de informacion y de distribucion de carga).
Con el programa Gaussian 03W [245], se utilizaron el método computacional y el conjunto

base: Restricted Hartree-Fock, RHF y CEP-31G [246], para el calculo de los descriptores

mecano-cuanticos: EE, Egomo, ELumo, MD y polarizabilidad en la orientacion zz (o).

2.1.4 QSAR.

Los descriptores tedricos apropiados para construir los modelos se seleccionaron a través de
procedimientos matematicos incluidos en el programa STATISTICA 6.0 (Stat Soft, Inc,
Tulsa — EE.UU.), entre los cuales se encuentran técnicas de MLR y PCA. La regresion
lineal de componentes pricipales (PCR, Principal Components Regression) y la MLR se
utilizaron para establecer las relaciones cuantitativas entre las capacidades antioxidantes
medidas experimentalmente y los descriptores teoricos escogidos. La QSAR con mejor
capacidad de prediccién y ajuste lineal se establecié mediante parametros como: q° cv-Loo
(derivado del procedimiento de validacion cruzada LOQO), el error estdndar del valor
estimado (SE), el valor de Fisher con el 95% limite de confianza (F) y r’, calculados para

las anilinas 13-34. Las ecuaciones utilizadas se indican a continuacion [31]:

) _ SD -PRESS

= Ecuacion 12
CV-LOO SD

q
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n —
SD = 'Zl (yi — y)2 Ecuacion 13
1=

2
n
PRESS= (yi - yi*) Ecuacion 14
i=1
r2 = ESS Ecuacion 15
SD
n _2
ESS=" l(yiest -y) Ecuacion 16
i
F(vlv2 ): MSE Ecuacion 17
MSR
n 2 <
RSS = El (yi - yiest) Ecuacion 18

Donde;

yi: actividad antioxidante medida experimentalmente (TEAC, ECsy); ;/: valor promedio de
la actividad antioxidante experimental para los n casos (moléculas); yiesi: valor estimado de
la actividad antioxidante para el caso i incluido en la ecuacion de MRL; y;*: actividad
antioxidante estimada para el caso i1 excluido en el disefio de la ecuacion de MRL mediante
validacion cruzada LOO; MSE: explained mean square, equivale a ESS explained sum of
squares; MSR: residual mean square, equivale a RSS/(n-2) (residual or unexplained sum
of squares); vi: p grados de libertad de MSE correspondientes a las variables

independientes de la ecuacion; y v,: n-p-1 grados de libertad de MSR.

Para el primer modelo matematico de TEAC, se seleccionaron 8 descriptores mediante
MLR backward entre 14 descriptores y la TEAC. Estos 14 se escogieron entre 28 que
presentaron coeficientes de autocorrelacion menor que 0.8. El segundo modelo de TEAC
se elabor6 con base en 9 PC, extraidos de la MLR forward entre 17 PC y los valores de
TEAC. Estos ultimos PC resultaron del PCA inverso sobre los 28 descriptores

anteriormente mencionados. Los modelos 3 y 4 de TEAC fueron elaborados sin algin
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procedimiento especial para la seleccion de los descriptores, que ademds se utilizaron sin

autoescalado. Los descriptores utilizados se indican en el Anexo 2.

Para el disefio del primer modelo de ECsy, se eligieron 12 descriptores moleculares
(autoescalados segin las Ecuaciones 19 y 20), mediante un procedimiento de regresion
lineal multiple MLR backward entre 14 descriptores y la ECso. Estos 14 se extrajeron entre
28, por exhibir el mayor grado de correlacion con la ECsy. A su vez, los 28 descriptores se
seleccionaron a partir de la matriz de correlacion de los 87 descriptores totales por exhibir
coeficientes de autocorrelacion inferiores a 0.8 (la matriz no contenia a o, y 3 de los
descriptores computados que no presentaron desviacion estandar). Los modelos 2-5 de
ECso, fueron elaborados sin algin procedimiento especial para la seleccion de los

descriptores y sin autoescalado. Los descriptores utilizados se indican en el Anexo 3.

X.. - Xj
P R ! Ecuacion 19
1) o

Ecuacion 20

Donde; Xij*: valor autoescalado para la fila i de la variable j; X j: valor promedio de la

variable j para los N casos; y o;: valor de la desviacion estandar.

2.1.5 Potenciales de ionizacion (IP).

Los IP de las anilinas 13-34 se obtuvieron mediante el calculo computacional de las
energias de los orbitales moleculares HOMO (teorema de Koopman) [45]. Para tal efecto
se utilizaron el método RHF y el conjunto base CEP-121G del programa Gaussian 03W

[245,246]. El conjunto base CEP-121G fue escogido previamente entre los conjuntos SDD,
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LANDL2DZ y LANL2MB, ya que al ser valorado en las moléculas de prueba indicadas en

el Esquema 6, presentd la mayor exactitud, segun lo mostrado en la Tabla 3. Las

moléculas de ensayo fueron escogidas entre las aminas cuyos IP en fase gaseosa aparecen

reportados en el Handbook of Chemistry and Physics [247].

So0d

Anilina

Esquema 6. Aminas usadas como moléculas de prueba.

Bencilamina N ,N-Dimetilanilina

m-Toluidina

m-Nitroanilina

Tabla 3. IP (IP=-Eyomo) de aminas usadas como moléculas de prueba.

N-Etilanilina

N
NH NH, NH, NH,
[ ] fj fj fj

N -Metilanilina o-Toluidina

Nombre IP (ev)
1p? Método

LANL2DZ Error SDD Error CEP121G Error LANL2MB Error

Anilina 7.72 7.79 -091 7.80 -0.98 7.78 -0.77 5.96 22.79
Bencilamina 8.64 8.99 -4.09 9.00 -4.17 8.98 -3.89 7.53 12.84
N,N-Dimetilanilina ~ 7.12 7.47 -491 747 -498 7.46 -4.78 5.69 20.06
N-Etilanilina 7.67 7.57 1.30  7.58 1.22 7.57 1.36 6.32 17.57
N-Metilanilina 7.24 7.60 -5.03 7.61 -5.10 7.60 -4.91 5.81 19.75
m-Toluidina 7.5 7.72 -288 772 295 7.71 -2.75 5.90 21.32
m-Nitroanilina 8.31 8.75 -533 876 -5.40 8.72 -4.92 6.73 19.04
o-Toluidina 7.44 7.67 -3.05  7.67 -3.12 7.66 -2.97 5.84 21.49
3.44° 3.49 -2.96 19.36

“Obtenidos del Handbook of Chemistry and Physics como los IP en fase gaseosa.

’Valor promedio de los errores relativos de las aminas utilizadas como moléculas de prueba.
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2.1.6 SINTESIS DE ANILINAS 25, 26, 33 y 34.

Con base en las actividades antioxidantes de las anilinas 13-24 y 27-32, utilizadas como
moléculas de entrenamiento en los QSAR, se oriento la sintesis hacia las anilinas 25, 26, 33
y 34, bajo la guia del Prof. Dr. V. Kouznetsov. En el Anexo 4 se muestran los resultados

obtenidos en estas sintesis.

Los reactivos empleados en las diferentes reacciones y como eluyentes para cromatografia
en columna fueron grado Sintesis de J.T. Baker, Mallinckrodt, Aldrich y Merck, usados sin
purificacion adicional. EI metanol y tolueno se secaron previamente a su uso. El metanol
se mantuvo en reflujo sobre virutas de magnesio por 4 horas, se destiloé y recogié sobre
tamiz molecular de 4 A. El tolueno se mantuvo en reflujo sobre cloruro de calcio anhidro
por 6 horas, se destild y recogid sobre sodio metalico. El avance de las reacciones se
controlo por cromatografia de capa fina sobre cromatofolios AL-TLC de silica gel 60 F254
(Merck), que se revelaron en una camara UV-Vis (CAMAG), a la longitud de onda de 254
nm. La evaporacion a sequedad se realizd en un equipo Biichi (Vacuum controller V-800,
Rotavapor R-205, Heating bath B-490). Los puntos de fusion (no corregidos) de las
sustancias cristalinas obtenidas se determinaron en un fusiometro FISHER-JOHNS. Los
espectros de infrarrojo se tomaron en el espectrofotometro BRUKER TENSOR 27 FTIR,
empleando pastillas de bromuro de potasio para las sustancias solidas y ventanas de cloruro
de cesio para las sustancias liquidas. Los cromatogramas y los espectros de masas se
registraron en un cromatografo de gases HP 5890A Serie II acoplado a un detector selectivo
de masas HP 5972 (70 eV). Los espectros de resonancia magnética nuclear de la anilina 22
se obtuvieron en un equipo Bruker-Avance DRX 400 (400 MHz RMN 'H, 100 MHz RMN

13 C), usando CDCl; como solvente y referencia interna.

2.1.6.1 Sintesis de aldiminas 35-38.

A través de reacciones de condensacion se obtuvieron las aldiminas 35-38, indicadas en el

Esquema 7.
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37,38
R, R,
35 | -H -OCH;
36 | -OCH; -H
37 | -H -OCH;
38 | -ocH, H

Esquema 7. Sintesis de aldiminas 35-38.

La anilina (16 mmol) y el aldehido (16 mmol) se homogeneizaron en etanol (50 mL) a
temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla se calentd a reflujo durante 24 h, se
concentrd al vacio y el producto se usd sin purificacion para la sintesis de la anilina

correspondiente.

2.1.6.2 Sintesis de anilinas 25, 26, 33 y 34.

Las aldiminas 35-38 se transformaron a sus respectivas anilinas 25, 26, 33 y 34, en

presencia de borohidruro de sodio (NaBHy), segun lo expuesto en el Esquema 8.
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3 | -H -OCH;
34 | -OCH,; H

Esquema 8. Sintesis de anilinas 25, 26, 33 y 34.

La reaccion se llevo a cabo en un balon fondo redondo de 250 mL con la aldimina (2 mmol)
disuelta en metanol. Porciones de NaBH4 so6lido (6 mmol) se adicionaron a la solucion
mantenida en agitacion sobre un bafio de hielo. El final de la reaccion fue confirmado por
GC-FID. Se adicion6 agua (50 mL), y el producto fue extraido con diclorometano (3x50
mL). La solucion se seco con sulfato de sodio anhidro y para su limpieza se hizo pasar a
través de una columna rellena con gel de silice. El extracto asi obtenido se evapord por

rotacion hasta sequedad y se caracterizé por IR y GC-MSD.
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2.2 Evaluacion de la reactividad quimica en la alquilacion intramolecular de Friedel-

Crafts. Obtencion de dihidrodibenzo[b,e]azepinas y tetrahidrodibenzo[b,f]lazocinas

2.2.1 Cinética preliminar mediante GC-FID.

La orto-alilanilina 1 disuelta en cloroformo (1 mL) se adiciondé sobre acido sulfurico
concentrado (H,SO4, 1 mL), mantenido previamente en un reactor de vidrio borosilicato (1
cm de id), con control de agitacion y temperatura. Los ensayos se realizaron por triplicado,
para relaciones molares [H,SO4]/[orto-alilanilina] de 43, 64, 86 y 107; velocidades de
agitacion de 1000, 1250 y 1600 rpm y temperaturas de 0, 10, 20 y 30 °C. El seguimiento
tipo batch de la reaccidn se realizod a partir de la extraccion de alicuotas (10 pL) de la fase
de H,SOy4, a intervalos de tiempo predeterminados. Para realizar esto ultimo se detuvo la
agitacion. Las alicuotas fueron neutralizadas sobre solucion de carbonato de sodio
(NayCOs, 1 mL, 4% p/v), lavadas con agua (10 mL) y extraidas con cloroformo (1 mL).
Una alicuota de cloroformo (400 puL) se adiciond sobre la solucion del estandar interno
difenilamina (STDI, 100 pL, 5+1E-03 M), que previamente se deposité en un tubo conico
eppendorf. La solucion final se colocd en un vial (500 uL), se inyectd (1.0 puL) y analizo

por GC-FID. Los analitos fueron identificados mediante GC-MSD.

Los parametros cinéticos se determinaron con base en las graficas que expresaban el
cambio de concentracion de dihidrodibenzo[b,e]azepina con el tiempo. A partir del ajuste
de las graficas Ln ((Ce)/(Ce-Ct)) vs tiempo (s) se obtuvieron las constantes de velocidad
k(T) y el orden de reaccion. Donde, Ce y Ct son las concentraciones de

dihidrodibenz[b,e]azepina en el equilibrio y en el tiempo t, respectivamente.

2.2.1.1 Analisis GC-FID.

Para el analisis de los productos de la reaccion de ciclacion, se utilizo un cromatografo de

gases modelo HP-5890A Series Il (Hewlett-Packard, Palo Alto, California, EE.UU.),
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acoplado a un FID (Hewlett-Packard, Palo Alto, California, EE.UU.), dotado con un puerto
de inyeccion split/splitless (split 5:1), sistema de inyeccion automatica HP 6890 Series

(Hewlett-Packard, Palo Alto, California, EE.UU.) y un sistema computarizado de datos
MSChemStation Rev. A.06.03 [509] (Hewlett-Packard, Palo Alto, California, EE.UU.).

Se emple6 una columna HP-5 (Hewlett-Packard, Palo Alto, California, EE.UU.), con fase
estacionaria de 5%-fenilpoli(metilsiloxano) de 30 m x 0.32 mm (d.i.) x 0.25 um (d¢) y helio
(99.995%, Aga Fano S.A., Bucaramanga, Colombia) como gas de arrastre (I mL/min, 50
°C), con una presion de entrada en la cabeza de la columna de 105 kPa. La temperatura del

horno se programé desde 100 °C (5 min), luego a 10 °C/min hasta 250 °C (20 min).

2.2.1.2 Analisis GC-MSD.

Para el reconocimiento de los productos de la reaccion de ciclacion (ver Anexo 5), se
utiliz6 un cromatografo de gases modelo HP-5890A Series II (Hewlett-Packard, Palo Alto,
California, EE.UU.), acoplado a un FID y a un detector selectivo de masas HP 5972
(Hewlett-Packard, Palo Alto, California, EE.UU.), dotado con un puerto de inyeccion
split/splitless (split 30:1), sistema de inyeccion automatica HP 6890 Series (Hewlett-
Packard, Palo Alto, California, EE.UU.) y un sistema computarizado de datos
MSChemStation Rev. G1701BA Version B.01.00 (Hewlett-Packard, Palo Alto, California,
EE.UU.), con las bibliotecas de espectros de masas de NBS75K y Wiley 138K.

Se empled una columna HP-5MS (Hewlett-Packard, Palo Alto, California, EE.UU.), con
fase estacionaria de 5%-fenilpoli(metilsiloxano) de 30 m x 0.32 mm (d.i.) x 0.25 um (dy) y
helio (99.995%, Aga Fano S.A., Bucaramanga, Colombia) como gas de arrastre (1 mL/min,
50 °C), con una presion de entrada en la cabeza de la columna de 105 kPa. La temperatura
del horno se programé desde 100 °C (3 min), luego a 10 °C/min hasta 200 °C (5 min) y a 15
°C/min hasta 280 °C (40 min). Las temperaturas de la camara de ionizacion y de la linea de
de transferencia fueron 180 y 285 °C, respectivamente. Los espectros de masas se

obtuvieron por impacto de electrones (EI, 70 eV), usando un analizador cuadrupolar, las
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corrientes i0nicas reconstruidas se extrajeron por barrido automadtico de radiofrecuencia, en

el intervalo de masas m/z 40-410, a 2.11 scan s™.

2.2.1.3 Sintesis de las orto-alilanilinas 1 y 2.

Las orto-alilanilinas 1 y 2, utilizadas en los ensayos cinéticos descritos en el Numeral 2.2.1
se prepararon bajo la orientacion del Dr. A. Palma (LSO-UIS), a través de las siguientes
reacciones consecutivas reportadas por J. Jaimes y S.L. Gémez [11,248]: 1. Preparacion de
aldiminas; 2. Elaboracion de N-bencilanilinas; 3. Obtencion de N-alil-N-bencilanilinas; y 4.
Transposicion amino-Claisen de N-alil-N-bencilanilinas, promovida por acidos de Lewis.

En el Anexo 6 se muestran los resultados obtenidos en estas sintesis.

2.2.1.3.1 Reactivos y materiales.

Los reactivos empleados en las diferentes reacciones y como eluyentes para cromatografia
en columna fueron grado sintesis, de J.T. Baker, Mallinckrodt, Aldrich, Merck, Fluka y
Riedel-de Haén, usados sin purificacion adicional. El metanol y la acetona se secaron
previamente a su uso. El metanol se mantuvo en reflujo sobre virutas de magnesio por 4
horas, se destild y recogio sobre tamiz molecular de 4 A. La acetona se mantuvo en reflujo
sobre cloruro de calcio anhidro por 6 horas, se destilo y recogio sobre el mismo desecante.
El avance de las reacciones se control6d por cromatografia de capa fina sobre cromatofolios
AL-TLC de silica gel 60 F254 (Merck), que se revelaron en una camara UV-Vis marca
CAMAG a 254 nm. La separacion y la purificacion de los productos obtenidos se
realizaron por cromatografia en columna, utilizando gel de silice (60-230 Mesh) como
soporte y eluyendo con mezclas de heptano-acetato de etilo, con aumento gradual de la
polaridad. Para concentrar las mezclas de reaccion se utilizé un rotaevaporador Biichi B-
169. Los espectros IR se adquirieron en los espectrofotometros NICOLET AVATAR 360
FTIR y BRUKER TENSOR 27 FTIR, empleando pastillas de bromuro de potasio para las

sustancias soOlidas y ventanas de cloruro de cesio para las sustancias liquidas. Los
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cromatogramas y los espectros de masas se registraron en un cromatografo de gases HP

5890A Serie IT acoplado a un detector selectivo de masas HP 5972 (70 eV).

2.2.1.3.2 Sintesis de aldiminas 39 y 40.

Las aldiminas 39 y 40, indicadas en el Esquema 9, se obtuvieron a través de reacciones de

R
+©/ O\/ + H0
N

condensacion.

R
39 | -H
40 | -CH;

Esquema 9. Sintesis de aldiminas 39 y 40.

La anilina (51.48 mmol) y el aldehido (51.48 mmol) se homogeneizaron en etanol (50 mL)
a temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla se calent6 a reflujo durante 8 h. Luego,
se concentrd al vacio y el producto fue utilizado sin purificacion para la sintesis de las N-

bencilanilinas 41 y 42.

2.2.1.3.3 Sintesis de N-bencilanilinas 41 y 42.

Las aldiminas 39 y 40 se transformaron en las N-bencilanilinas 41 y 42, mediante

reacciones de reduccion con NaBHy, segtin lo expuesto en el Esquema 10.
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Esquema 10. Sintesis de N-bencilanilinas 41 y 42

—

La reaccion se llevo a cabo en un balon fondo redondo de 250 mL con la aldimina (18.10
mmol) disuelta en metanol. Porciones de NaBH, solido (54.31 mmol) se adicionaron a la
solucion mantenida en agitacion. Después de 6 horas se adiciond agua y se mantuvo en
reflujo durante 10 horas. El final de la reaccion se confirmoé por GC-FID. El producto fue
extraido con diclorometano (3x50 mL) y recogido sobre sulfato de sodio anhidro. Luego,
se hizo pasar a través de una columna rellena con gel de silice. El extracto se evapor6 por

rotacion hasta sequedad y se caracterizé por IR y GC-MSD.

2.2.1.3.4 Sintesis de N-alil-N-bencilanilinas 43 y 44.

Las N-alil-N-bencilanilinas 43 y 44 fueron obtenidas como se muestra en el Esquema 11.

Br/\/ N

N8.2CO3

B
IA
(]
3
i

R
43 [H
a4 | -cH,

Esquema 11. Sintesis de N-alil-N-bencilanilinas 43 y 44.
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La reaccion se llevo a cabo en un balon fondo redondo de dos bocas de 100 mL con la
amina (10.26 mmol) disuelta en acetona anhidra. Na,COs (15.37 mmol) y bromuro de alilo
(15.37 mmol) se adicionaron a la soluciéon mantenida en agitacion. Después del reflujo (24
h), el final de la reaccion fue confirmado por TLC y la solucion fue filtrada. El extracto se
evapord por rotacion hasta sequedad. La N-alil-N-bencilanilina se purifico por

cromatografia en columna rellena con gel de silice por elucion con n-heptano.

2.2.1.3.5 Sintesis de orto-alilanilinas 1y 2.

Las orto-alilanilinas 1 y 2 se obtuvieron a través de reacciones de transposicion amino-
Claisen sobre las N-alil-N-bencilanilinas 43 y 44, en presencia de dieterato de trifluoruro de

boro (BF30(C,Hs),), segun se indica en el Esquema 12.

N BF;0(C,Hs), 1|\1
H
R R
43.44 12
R

1 |H
2 | CH;

Esquema 12. Sintesis de orto-alilanilinas 1 y 2.

La reaccion se llevo a cabo en un baléon fondo redondo de 100 mL con la N-alil-N-
bencilanilina (5.65 mmol) disuelta en dieterato de trifluoruro de boro (8.68 mmol).
Después del reflujo (5 h, 150 + 10°C), el final de la reaccion fue confirmado por TLC. Se
adicion6 una solucion acuosa de Na,COs (pH de la solucion final 9). EI producto fue
extraido con cloroformo (3x50 mL), recogido sobre sulfato de sodio anhidro. Luego se
hizo pasar a través de una columna rellena con gel de silice. El extracto se evapord por
rotacion hasta sequedad. La orto-alilanilina se purifico sobre cromatografia en columna

rellena con gel de silice por elucién con n-heptano y se caracterizé por IR y GC-MSD.
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2.2.2 Estudio tedrico de la alquilacion intramolecular de Friedel-Crafts. Obtencion de

dihidrodibenzo[b,e]azepinas y tetrahidrodibenzo[b,f]azocinas.

Los calculos tedricos de las ciclaciones intramoleculares 7-exo-trig y 8-exo-trig, y del
reordenamiento 1,2 de hidruro (1,2-H) resaltados en ¢l Esquema 15, se realizaron con el
software Gaussian 03 [245]. Los puntos estacionarios optimizados se obtuvieron y
caracterizaron totalmente al nivel de teoria UHF/6-31+G(d), como estructuras con spin
igual a cero. Las geometrias optimizadas de los estados de transicion presentaron una unica
frecuencia imaginaria, que correlaciona con el modo vibracional esperado. Los calculos de
la IRC, se llevaron a cabo con el fin de verificar cuales de las estructuras conformacionales
de los reactantes y productos se conectaban con las geometrias encontradas para los estados
de transicion. Las frecuencias y las correcciones en el punto cero (ZPE) se calcularon
usando la aproximaciéon armonica sin escalar. Sin embargo los factores de escalamiento
para AH y AS con el método usado son 0.8905 y 0.8978 a 298 K y 1 atm [249]. Los efectos
del conjunto base y el método sobre las energias relativas se evaluaron mediante calculos
de energia puntuales (single point), con RMP2/6-311++G(d,p). La estructura electronica
de algunos puntos estacionarios se determind mediante la técnica de particion de la
poblaciéon denominada analisis de orbitales de enlace naturales (NBO), también
implementada en el sofiware Gaussian 03. La teoria clasica del estado de transicion (TST)
se utilizd para obtener los pardmetros cinéticos. La constante de velocidad A(T), se calculd
suponiendo que el coeficiente de transmisicion (e) era igual a la unidad, como se expresa a

través de la Ecuacion 21 [250]:
k(T) = [kBT/h]* [exp(— AGi/RTﬂ Ecuacién 21

Donde ks, h y R son las constantes de Boltzman, Planck y universal de los gases,
respectivamente, y AG;&(T) es la energia libre de activacion en el estado estandar a la

temperatura absoluta T.
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Las energias de activacion (E,) y los factores de Arrhenius (A), se calcularon con base en

las Ecuaciones 22 y 23, respectivamente, derivadas a partir de la TST.

E, = AH”(T)+RT Ecuacién 22

A= [ekBT/h]* [exp(ASi(T)/Rﬂ Ecuacién 23

En este trabajo no se realizaron estudios conformacionales, pero se prestod especial atencion

a las conformaciones reactivas deducidas a partir de los calculos IRC.

2.2.3 Aplicacion de MCR-ALS en la obtencion de parametros cinéticos de la

alquilacion intramolecular de Friedel-Crafts.

2.2.3.1 Adquisicion de datos.

La orto-alilanilina (0.20 mg) se adiciond sobre H,SO4 (2 mL), mantenido en una cubeta de
vidrio borosilicato para UV-Vis (1 cm x 1 cm x 4 cm), con control de temperatura. Los
ensayos se realizaron por triplicado, para temperaturas de 20, 30, 40, 50 y 60 °C. La
deteccion se llevo a cabo en un espectrofotometro UV-Vis Cary 500 de doble haz, version
8.01, software 02.00(25). Los espectros de absorcion se registraron desde 200 hasta 500
nm, cada 1 nm. Para cada experimento, los datos fueron adquiridos a intervalos de 10
minutos hasta el final de la reaccidn. i.e., hasta que la banda de referencia, caracteristica del
grupo croméforo C=N (265-300 nm, transicion n—z, dibenzo[b,eJazepina) [251,252], se

mantuvo relativamente constante.

Temperaturas entre 20 y 60 °C, fueron utilizadas para adecuar la viscosidad de la mezcla y
los tiempos de reaccion. La relacion molar H,SO4/orto-alilanilina (3.76E-2/8.97E-7) se
escogid para asegurar el registro de las sefiales en un intervalo apropiado de absorbancias

(valores de absorbancia entre 0 y 4).
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2.2.3.2 Procesamiento previo de las matrices de datos.

Los datos experimentales UV-Vis se ordenaron en matrices, cuyas filas se asignaron a los
valores de absorbancias de los espectros registrados en diferentes tiempos de reaccion y las
columnas fueron las longitudes de onda. Las siguientes matrices se obtuvieron A; (99x96,
92x96; orto-alilanilinas 1 y 2, respectivamente), A, (93x96, 25x96), Az (24x96, 17x96), A4
(17x96, 10 x 96), As (10x96, 9x96), correspondientes a experimentos con temperaturas de
20, 30, 40, 50 y 60 C, respectivamente. El numero de filas en las matrices correspondid
con los diferentes tiempos de reaccion para cada experimento. A mayor temperatura, el
tiempo de reaccion y el namero de filas de la matriz de datos disminuia. EI mismo niimero
de columnas para todas las matrices se relacion6 con 96 longitudes de onda desde 205 hasta
300 nm. La region del espectro entre 300 y 500 nm se descartd del analisis puesto que la
d*A/dA* mostro variaciones similares con las regiones del espectro de no absorcién (ruido),
y por lo tanto no proveian informacién acerca de la reaccion en estudio. Las matrices de
datos aumentadas con columnas discretas (M) se construyeron a partir de las matrices A;-
As, con las siguientes dimensiones: 243x96 para la orto-alilanilina 1 y 153x96 para la orto-
alilanilina 2. Para Mj, el nimero de columnas correspondia con cada una de las longitudes
de onda, que fueron las mismas para A;-As. Mientras que, el nimero de filas equivalia a la
suma de las filas de A;-As. En este caso, el nimero de columnas fue menor al nimero de
filas, a este tipo de matrices aumentadas se les denomina “matrices aumentadas con

columnas discretas”.
2.2.3.3 Analisis de componentes principales (PCA).

El PCA se realizdo mediante el programa STATISTICA 6.0. EIl ntimero de componentes
quimicos presentes en la mezcla que aportaron variacion a la sefial UV-Vis, se estimd con
base en la inspeccion de la varianza de los valores propios (eigenvalues), extraidos a partir
del PCA sobre las matrices Aj-As y M;. En este analisis se supone que los valores
singulares asociados con los componentes quimicos son mucho mas grandes que los

debidos a contribuciones tales como la deriva instrumental o el error experimental.
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2.2.3.4 Analisis quimiométrico.

Todos los tratamientos quimiométricos se llevaron a cabo empleando el programa
MATLAB en su version 7.0.0.19920. Las subrutinas utilizadas para aplicar PURE
(algoritmo basado en SIMPLISMA) y ALS se adquirieron en forma gratuita de la pagina
web del grupo de quiomiometria y equilibrio en solucion de la universidad de Barcelona

[55].

2.2.3.4.1 Estimados iniciales de los espectros de los compuestos puros.

Los estimados iniciales de los espectros de los compuestos puros se obtuvieron por analisis
exploratorio para la deteccion de las variables mas puras con los algoritmos PURE y ALS.
Primero, el algoritmo PURE se aplicé sobre la matriz A; para extraer los estimados
iniciales de los espectros de los componentes puros presentes en la reaccion. Luego, con el
algoritmo ALS se optimizaron los espectros y perfiles de concentracion para cada uno de
los componentes. Aunque los perfiles de concentracion conseguidos no describieron
correctamente la evolucion de todas las especies en funcion del tiempo, el reactivo y

algunos productos, presentaron una aproximacion satisfactoria.

2.2.3.4.2 Optimizacion MCR-ALS.

Las siguientes restricciones (constrains) se aplicaron para la iteracion del algoritmo ALS
con el objeto de obtener resultados consistentes con el problema quimico y restringir el
numero de posibles soluciones: a) los espectros y los perfiles de concentracion de cada
componente deben ser no-negativos; y b) el sistema de reaccion en relacion con la
concentracion analitica total debe ser cerrado. El porcentaje de varianza R* y el error de
ajuste LOF, se utilizaron como parametros para evaluar la calidad del resultado al aplicar el

algoritmo ALS.
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2.2.3.4.3 Calculo de las constantes cinéticas por ajuste lineal.

Las subrutinas utilizadas para la obtencién de las constantes cinéticas gentilmente
suministradas por Ivan Dario Ordénez, ingeniero quimico de la UIS, se hicieron de la
siguiente forma: primero, se elaboré una funcidon conformada por las ecuaciones
diferenciales de cada compuesto de acuerdo con el modelo cinético de la reaccion quimica.
Las bases de este modelo cinético se fundamentaron en el conocimiento previo del sistema
mediante analisis de la reaccion con GC-MSD y en los resultados de la optimizacion MCR-
ALS. La funcidon se integré numéricamente con ODE 23 (subrutina para resolver
ecuaciones diferenciales ordinarias basada en el algoritmo Runge-Kutta de MATLAB) para
obtener la matriz M de los perfiles de concentracion estimados o simulados con base en el
modelo cinético, las constantes de velocidad y las concentraciones iniciales de los
compuestos reactantes. El método fminsearch de MATLAB basado en el algoritmo
Nelder-Mead se utilizd para encontrar las constantes de velocidad que proporcionaron el
mejor ajuste entre los perfiles de concentracion simulados (M) y los obtenidos mediante
MCR-ALS (C). Se usaron valores iniciales razonables de las constantes de velocidad para
el refinamiento logrado de forma iterativa. Estos valores fueron obtenidos a través del
analisis previo de la reaccion con GC-MSD y UV-Vis. El porcentaje de error relativo RE,
calculado con base en la Ecuacién 24, se usé como parametro para evaluar la calidad del

ajuste [54].

rx(m; ‘Cij)z

2
re(;)

Donde; mjj: Elementos de la matriz M; y ¢;: Elementos de la matriz C.

RE = %100 Ecuacion 24

A continuacion se exponen los resultados de: (1) el establecimiento de los QSAR entre las
capacidades antioxidantes y los descriptores tedricos de anilinas sintéticas 13-34; y (2) la

alquilacion electrofilica intramolecular de las orfo-alilanilinas 1y 2.
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3 RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 OBTENCION DE QSAR

Los valores de TEAC y ECsy experimentales y estimados para las anilinas 13-34 se
muestran en la Tabla 4. La capacidad antioxidante evaluada como TEAC y ECs esta
relacionada con la facilidad de transferencia de electrones y atomos de hidrégeno desde el
antioxidante hasta el catién radical ABTS" o radical DPPH, i.e., con la facilidad de
oxidacion y estabilidad del antioxidante [122,124,125,132]. Teniendo en cuenta que una
molécula con reactividades altas hacia el ABTS™ y el DPPH' debe tener un valor de TEAC
mas alto que 1 y un valor de ECsy mas bajo que el mismo [122-125], entonces, en el
conjunto de moléculas de entrenamiento (training set, anilinas 13-24 y 27-32), tinicamente
29, presentd una reactividad aceptable (TEAC= 0.86, ECsy= 0.23), i.e., la introduccion del
grupo hidroxilo en la estructura de las aminas aromadticas aument6 su habilidad como
antioxidante (reactividad hacia radicales), probablemente por la disminucién de los IP y las
BDE (N-H y O-H) [94,99,114,155,162,167]. Asi, moléculas fueron mas reactivas que
aquellas en las que Ginicamente se encuentran como sustituyentes radicales alquilicos. En la
misma tabla se puede observar que el reemplazo de un grupo hidroxilo (30) por un grupo

metoxi (31), decrecio la actividad antioxidante drasticamente.

Ya que uno de los objetivos mas relevantes en el desarrollo de modelos QSAR es adquirir
conocimiento previo de la actividad de las sustancias que aun no han sido evaluadas, o para
la cuales no se dispone de datos experimentales, a continuacion se presentan los resultados
obtenidos en la elaboracion de modelos QSAR multidimensionales para la prediccion de la
TEAC y la ECsy con sus respectivos parametros estadisticos, para el analisis de la
complejidad, exactitud, estabilidad y capacidad de prediccion. Las anilinas 13-24 y 27-32
se usaron como ftraining set y las anilinas 25, 26, 33 y 34 como moléculas de prueba (fest

set).
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Tabla 4. Actividades antioxidantes experimentales (Exp) y estimadas (Est-CV), con los modelos QSAR.

ID?* TEAC TEAC TEAC TEAC TEAC ECsy  Log(1/ECs) ECs ECs Log(1/ECsy) Log(1/ECs)) Log(1/ECs)
Exp® Est-CV Est-CV  Est-CV  Est-CV Exp® Exp Est-CV Est-CV Est-CV Est-CV Est-CV
1 2 3 (O] ()] @ 3 @ (6))
13 0.81 0.65 0.86 0.74 0.60 40.00 -1.60 -43.69 98.65 -1.41 -1.94 -1.76
14 0.53 0.71 0.56 0.64 0.60 95.00 -1.98 41.77 98.76 -1.41 -1.80 -1.59
15 0.67 0.62 0.63 0.67 0.60 90.00 -1.95 114.21 82.10 -1.35 -1.75 -1.53
16 0.42 0.60 0.31 0.75 0.66 23.60 -1.37 115.02 65.85 -1.26 -1.50 -1.32
17 0.78 0.76 0.92 0.79 0.65 224.00 -2.35 193.92 33.00 -1.12 -1.41 -1.24
18 0.79 0.62 0.66 0.76 0.62 115.80 -2.06 45.81 57.74 -1.20 -1.50 -1.32
19 0.24 0.32 0.26 0.36 0.24 436.00 -2.64 379.53 363.43 -2.52 -2.69 -3.16
20 0.24 0.24 0.35 0.15 0.23 396.00 -2.60 433.33 382.56 -2.57 -2.54 -2.91
21 0.05 -0.23 -0.09 0.24 0.27 438.00 -2.64 446.96 360.53 -2.51 -2.53 -2.86
22 0.00° -0.17 -0.09 -0.06 -0.03 707.47 -2.85 721.69 422.52 -2.90 2,71 -2.48
23 0.00° 0.00 0.03 -0.21 0.01 406.71 -2.61 450.94 543.09 -3.14 -2.92 -2.71
24 0.00° 0.22 0.03 -0.09 -0.08 357.30 -2.55 309.22 531.16 -3.06 -2.92 -2.72
25¢ 0.87 -0.20 1.01 0.67 0.67 1.79 -0.25 -3346.99 39.65 -1.15 -0.87 -0.88
26° 0.88 -0.40 0.78 0.74 0.69 23.37 -1.37 -3633.00 8.51 -1.02 -0.66 -0.77
27 0.92 1.08 0.90 0.49 0.92 7.00 -0.85 64.04 59.10 -1.27 -1.27 -1.04
28 1.52 1.20 1.32 0.88 1.13 13.40 -1.13 -37.53 70.16 -1.27 -1.58 -1.64
29 0.86 0.41 0.99 0.98 0.84 0.23 0.65 -53.79 -38.78 -1.48 -0.26 -1.23
30 0.60 0.19 0.56 0.50 0.43 23.47 -1.37 43.26 209.48 -1.83 -2.17 -2.02
31 0.33 0.48 0.50 0.81 0.72 83.40 -1.92 37091 97.76 -1.34 -1.55 -1.44
32 0.00° -0.38 -0.02 0.29 0.01 375.40 -2.57 124.32 373.90 -2.65 -1.83 -2.02
33° 2.15 0.62 0.53 1.45 2.10 0.23 0.64 -494.81 -309.46 0.13 6.98 0.85
34° 1.16 0.52 0.49 1.50 1.89 0.33 0.48 -805.67 -374.63 0.39 8.47 1.22

“ID: identificacion de la anilina.

"TEAC promedio (mmol Trolox/mmol anilina).
°ECso promedio (UM anilina/uM DPPH inicial).

“Anilinas utilizadas como conjunto de prueba (validacion externa).

“Valores experimentales menores a 0.005 mmol Trolox/mmol anilina.
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TEAC (1)= (0.49 £ 0.03) + (-2.2 £ 0.5) RNH + (0.9 + 0.3) WI + (1.5 £ 0.3) CIC + (0.9 £ 0.2) PPSA-
2+ (-0.6 +0.1) PNSA-3 + (0.27 + 0.08) MD + (-0.4 + 0.1) E o + (3.6 £ 0.7) EE

n=18 ’=0.93 SE=0.22 F(8,9)=25.89 ¢ cv.Loo=0.68 SEcv=0.23
n=122 q* cv-Loo = -0.06 SEcv=0.54

TEAC (2)= (0.49 + 0.02) + (-0.047 + 0.005) PC, + (-0.111 £ 0.005) PC; + (-0.039 % 0.008) PC, +
(0.04 £ 0.02) PCs + (-0.45 + 0.05) PCs + (-0.41 + 0.06) PCy + (0.33 + 0.09) PC;, + (-2.3 £ 0.5) PCy,

+ (—7 t 2) PCi;

n=18 ’=0.98 SE=0.11 F(9,8)=86.62 q’cv.Loo = 0.94 SEcv=0.10
n=122 @ cv.Loo = 0.46 SEcv=0.39

TEAC (3)=(0.012 + 0.003) ez + (0.009 % 0.002) PPSA-2 + (0.019 + 0.004) EE

n=18 r’=0.88 SE=0.24 F(3,15)=37.78 ¢ cv.Loo = 0.61 SEcv=0.26
n=22 q* cv-Loo = 0.70 SEcv=0.29

TEAC (4)=(0.18 £ 0.04) .. + (0.008 + 0.002) PPSA-2 + (-2.8E-03 + 6E-04) c..” + (-9E-05 + 1E-05)
EE’ + (1.1E-05 + 2E-06) ..

n=18 r’=0.94 SE=0.15 F(5,13)=60.16 ¢ cv.Loo = 0.82 SEcv=0.17
n=122 q* cvroo = 0.81 SEcv=0.23
Donde [8]:

RNH: relative number of H atoms; WI1:. Wiener index; CIC (orden 0): complementary
information content (order 0); PPSA-2: total charge weighted partial positively charged
surface area;, PNSA-3: atomic charge weighted partial negative surface area; PCi:
componentes principales utilizados como variables independientes para elaborar el modelo
TEAC 2. PC, y PC,, presentaron el mayor grado de contribucion para la prediccion de la
variable independiente, estan constituidos de la siguiente forma: PC;: los descriptores que
contribuyeron mas en sentido negativo fueron: relative number of C atoms, moment of
inertia A, PNSA-2 total charge weighted PNSA, PNSA-3, FNSA-3 fractional PNSA (PNSA-
3/TMSA), MD, Enomo, Erumo y EE. Los descriptores con aporte mayor en el sentido
positivo fueron: WI, Kier shape index (order 1), 3D-Kier shape index (order 3), 3D-
information content (order 0) y DPSA-2 difference in CPSAs (PPSA2-PNSA2). PCj: los
descriptores con mayor peso en el sentido negativo fueron: number of atoms, RNH, number
of single bonds, CIC (order 0), CIC (order 1), PPSA-2, FPSA-3 fractional PPSA (PPSA-
3/TMSA) v Enomo- Los descriptores que mas contribuyeron en sentido positivo fueron:

molecular weight y PNSA-1 partial negative surface area.
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Las Figuras 1 y 2 muestran las tendencias de regresion para los modelos TEAC 3 y 4, con

los mejores resultados para el modelo TEAC 4.
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Figura 1. Tendencia de regresion para el modelo TEAC (3).
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Figura 2. Tendencia de regresion para el modelo TEAC (4).
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Para el modelo 1, se estableci6 que 25, 26, 33 y 34 fueron outliers (casos donde la
prediccion es érronea, i.e., el residuo, que corresponde a la diferencia entre el valor
observado y el valor estimado, sobrepasa las dos desviaciones estdndar). En este modelo
sobresalieron RNH y EE como descriptores o variables independientes con una influencia
importante en la prediccion de la TEAC para las anilinas 13-30. Aunque, RNH, Wl y CIC
lograron una contribucion alta, su relacion lineal con la actividad antioxidante no fue hecho
suficiente para pensar que esta actividad estuviera altamente relacionada con un mecanismo
fisico [8]. Sin embargo, cabe anotar que los cambios topologicos de una molécula
(medidos mediante WI, CIC, entre otros indices topoldgicos), pueden estar relacionados
con los cambios en la geometria y entonces actian como una medida de la forma que la
molécula presenta al interactuar con otras moléculas. Adicionalmente, los cambios en
ramificacion pueden afectar la distribucion de carga electronica, lo que se refleja como
cambios en la reactividad o la polaridad [253]. La gran diferencia entre los valores de r* y
Q@ cv.oo (n= 18 y n= 22), indicé la pobre capacidad predictiva del modelo, aun mas
marcado para la validacion externa y la posibilidad de un sobreajuste (overfitting), i.e. de

un exceso de variables independientes [254].

El modelo 2 aport6 resultados un poco mas aceptables en las validaciones interna y externa,
con respecto al modelo 1 (aunque con 33 y 34 como outliers). Se resalta la importancia de
los descriptores constitucionales, topoldgicos, geométricos y de distribucion de carga,
relacionados con los PC; y PC,, en el ajuste lineal para la prediccion de la actividad
antioxidante (ver Anexo 2 y 3 los descriptores relacionados con los PC). Aunque, los PC
permitieron la obtencion de un buen ajuste lineal, la interpretacion complico la posibilidad
de su aplicacion en el procedimiento de validacion, haciéndolo algo engorroso y/o
defectuoso. Esto ultimo, junto al overfitting, pudieron ser las causas de la diferencia

considerable entre r° y q2 cv-Loo (n=22).
Finalmente, en los modelos TEAC 3 y 4, se identificaron 33 y 34, respectivamente, como

outliers. Las diferencias en los valores de r* y q* cv-Loo (n= 18 y n= 22), indicaron una

estabilidad considerable de los modelos y la posibilidad de su uso para predicciones
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consistentes de la TEAC. Se demostrd6 o verificd, ademds, la importancia de los
descriptores o.,,, PPSA-2 y EE en la prediccion de la actividad antioxidante. Es importante
resaltar la contribucion de los términos relacionados con las potencias de los descriptores
o, y EE en el modelo TEAC 4, para lograr un mejor ajuste en relacion con el modelo de
TEAC 3, i.e., una funcion matematica polinomica podria llegar a describir mejor la relacion

entre la TEAC y este tipo de descriptores.

La o, es un descriptor basado en la segunda derivada de la energia con respecto al campo
eléctrico, que representa la distribucion de los electrones. Esta distribucion electronica que
se evidencia mediante la deslocalizacion de la carga, el dipolo y los efectos inductivos,
podria ser uno de los principales mecanismos de la TEAC. De tal forma que, nucleéfilos
suaves con electronegatividad baja son facilmente polarizables, i.e., se oxidan mas rapido y

poseen valores altos de o, [255,256].

La variable PPSA-2 describe las interacciones intermoleculares polares originadas por las
diferencias de cargas entre moléculas; estas interacciones varian de acuerdo con la fraccion
de cada atomo expuesta [82,83]. Asi, las moléculas con valores altos de PPSA-2, tendran
una interaccion intermolecular alta y por lo tanto, se oxidardn mas rapidamente.
Adicionalmente, la distribucion de carga electronica, resulta en algunos casos una mejor
medida de la ramificacion y por lo tanto de la forma, en comparacion con los descriptores
topologicos tipicos [253]. Finalmente, la contribucién que tuvo el descriptor mecano-
cuantico EE, en la prediccion de la actividad antioxidante, se debe al hecho ya conocido,
segun la teoria de perturbacion molecular, que la energia es una medida directa de la

reactividad quimica [41].
Los resultados obtenidos en la elaboracion de modelos QSAR multidimensionales para la

prediccion de la ECsg fueron los siguientes:

ECs (1)= (213 £ 8.4) + (3000 + 1000) N4 + (-4400 + 600) RNH + (3000 % 700) NBR + (3800 = 980)
NSB + (-500 + 119) MW + (-4600 % 910) CIC + (900 + 143) PPSA-2 + (460 + 98) PNSA-1 + (400 %
79) FPSA-3 + (-140 % 41) Eyono + (-1100 £ 149) Ezno + (5100 + 659) EE
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n=18 r’=0.97 SE=211.77  F(12,5)=48.34 ¢ cv.Loo=0.75 SEcv=102.36
n="22 q’ cv-Loo = -27.91 SEcv=1080.12

ECs (2)= (-6 £ 1) PPSA-2 + (0.13 £ 0.02) EE” + (5E-04 + 1E-04) EE’

n=18 r’=0.87 SE=104.92  F(3,15)=42.35 q* cv.Loo= 0.69 SEcv=112.77
n=122 Q@ cv-Loo = 0.47 SEcv= 145.70

Log (1/ECs) (3)= (0.024 + 0.006) PPSA-2 + (0.044 £+ 0.006) EE

n=18 r’=0.92 SE=0.61 F(2,16)=98.54 ¢ cv.Loo= 0.32 SEcv=0.70
n=122 @ cv.oo = 0.61 SEcv=0.68

Log (1/ECs) (4)=(-0.013 £ 0.003) e.. + (-1.3E-04 + 3E-05) EE” + (5.8E-07 + 7E-08) PPSA4-2’
n=18 1’=0.97 SE=0.42 F(3,15)=145.3 ¢’ cv.Loo= 0.68 SEcv=0.48

n=122 @ cv.Loo = -3.21 SEcv=12.23

Log (1/ECsp) (5)= (-0.017 % 0.008) cz. + (0.029 % 0.006) PPSA-2 + (0.031 + 0.008) EE

n=18 1'=0.94 SE=0.55 F(3,15)=82.32 q’ cv-Loo= 0.42 SEcv=0.65
n=122 Q@ cv-Loo = 0.66 SEcv=0.63
Donde:

NA: Number of atoms;

NBR: Number of benzene rings;
NSB: Number of single bonds;y
MW: Molecular weight.

En las Figuras 3 y 4 se observan las tendencias de regresion para los modelos Log (1/ECsy)
4y 5, con los mejores resultados de ajuste y validacion interna. Sin embargo, éstos fueron

ain menos satisfactorios en relacion con los de la TEAC.
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Para el modelo 1 de ECs se establecio que 25, 26 y 31-34 fueron outliers. En este modelo,
los descriptores EE, RNH y CIC presentaron una contribucion alta en la prediccion de la
ECso. Para el modelo 2 se encontrd que 17, 22-24, 30, 33 y 34 fueron outliers. De nuevo,
mediante los modelos 2-5, se hizo evidente la importancia de los descriptores PPSA-2, EE
y 0, como variables importantes para la prediccion de la actividad antioxidante. En
general, las diferencias en los valores de 1’ v q” cv-Loo (n= 18 y n= 22), indicaron que las
predicciones derivadas mediante los modelos ECs fueron poco confiables y sugieren la
necesidad de realizar experimentos mas exactos o la obtencion de descriptores adicionales
para lograr una interpretacion directa del mecanismo de reaccion (reactividad hacia el

radical DPPH).

3.1.1 Potenciales de ionizacion (IP).

Los IP verticales (-Egomo) de las anilinas 13-34 que se evaluaron computacionalmente al
nivel RHF/CEP-121G/LANL2DZ se indican en la Tabla 5 [245,246]. El uso del teorema
de Koopman se prefiri6 sobre la estimacion de los IP adiabaticos (diferencia de EE entre las
moléculas neutra e ionizada [45,94,95]), ya que seguin los datos indicados en la Tabla 3
(ver Numeral 2.1.5), el error relativo de los IP para las anilinas utilizadas como moléculas
de ensayo, fue relativamente bajo. La correlacion alta entre los IP calculados al nivel
RHF/CEP-121G y RHF/LANL2DZ, sugiri6 el uso de cualquiera de los dos resultados para

establecer una relacion con la actividad antioxidante.

Las anilinas 19-21, 22-24 y 32, con sustituyentes electroatrayentes (yodo y nitro)
presentaron los IP mas elevados, puesto que al ser moléculas mas estables, es decir las
energias de los orbitales moleculares (OM) son bajas, requieren un suministro mayor de
energia para la remocion de electrones. El caso contrario ocurrié con 27 y 28 que poseen
grupos electrodonantes amino y metilo. Sin embargo, el resto de las anilinas (29-31), con

electrodonantes (hidroxi, metoxi), exhibieron IP relativamente altos, quizas porque con

estos sustituyentes la estabilizacion de los OM es mayor, en relacion con los otros
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sustituyentes electrodonantes; una situacion similar se presentd en las moléculas que

ademas poseian un anillo de piridina (13, 14, 17, 18, con excepcion de 13 y 16).

Tabla 5. IP de las anilinas 13-34.

Anilina IP (eV) TEAC Exp° ECs, Exp°
RHF/CEP-121G  RHF/LANL2DZ

13 7.45 7.43 0.81 40.00
14 7.73 7.73 0.53 95.00
15 7.75 7.75 0.67 90.00
16 7.52 7.51 0.42 23.60
17 7.80 7.81 0.78 224.00
18 7.82 7.82 0.79 115.80
19 7.92 7.76 0.24 436.00
20 8.04 8.03 0.24 396.00
21 8.04 8.05 0.05 438.00
22 8.51 8.52 0.00° 707.47
23 8.70 8.73 0.00 406.71
24 8.80 8.83 0.00” 357.30
25° 7.91 7.60 0.87 1.79

26° 7.69 7.69 0.88 23.37
27 7.43 7.48 0.92 7.00

28 7.36 7.34 1.52 13.40
29 7.89 7.89 0.86 0.23

30 7.80 7.80 0.60 23.47
31 7.73 7.75 0.33 83.40
32 8.52 8.55 0.00 375.40
33 7.56 7.54 2.15 0.23

34° 7.61 7.61 1.16 0.33

“Anilinas utilizadas como conjunto de prueba (validacion externa).
"Valores experimentales menores a 0.005 mmol Trolox/mmol anilina.
“TEAC promedio (mmol Trolox/mmol anilina).

ECs, promedio (uM anilina/uM DPPH inicial).

En general, no se recomienda la busqueda de anilinas que posean grupos yodo, nitro y/o
piridinio para posibles usos como antioxidantes, ya que los aumentos tan notorios de los IP
se vieron reflejados proporcionalmente en las actividades antioxidantes bajas (valores bajos
de TEAC y altos de ECsp). Aunque se evidencid que las anilinas del training set con
sustituyentes amino y dimetilamino (27 y 28) fueron las que presentaron TEAC mayores,
también mostraron IP con valores relativamente bajos, lo que indica una capacidad de
oxidacion muy alta (poco conveniente, desde el punto de vista de estabilidad en

condiciones atmosféricas normales y desde el punto de vista de formacion de aductos con el
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ADN [94,167,257]). Debido a ésto, se sugirié la exploracion de anilinas con grupos
funcionales hidroxilo, que aumentan la actividad antioxidante, con una reduccion ligera en
los IP, como fue el caso para 29 y 30. Al comparar estas dos ultimas moléculas, se
concluy6 que la introduccion del grupo metoxilo en la posicion meta (29) proporciona un
aumento moderado del IP (30—29, 0.09), un incremento notorio del TEAC (0.26) y una
disminucion igualmente evidente del ECsy (23.24). De igual modo, la sustitucion en la
posicion para del grupo metoxilo (31) por hidroxilo (30) ocasiona una elevacion del 1P

(3130, 0.07), aumento en el TEAC (0.27) y disminucioén en el ECsy (59.93).

Otra de las rutas sintéticas recomendadas para la exploracion de anilinas con capacidad
antioxidante seria la de los compuestos con anillos de y-piridina (15 y 18) o B-pridina (14 y
17). A pesar de su TEAC moderadamente buena no es conveniente la exploracion de
anilinas con o-piridinas debido a sus IP bajos (13 y 16). La introduccion de dos grupos
metilo en posiciones meta del anillo bencénico no sélo aument6 los IP sino la capacidad
antioxidante evaluada como TEAC (17 y 18), por lo que la sustituciéon con otros grupos
electrodonantes resultaria favorable (hidroxilo, metoxilo, metilo), para la obtencion de

posibles candidatos a antioxidantes.

Ya que la tendencia general indicé que la disminucion de los IP origina un aumento en el
TEAC y un descenso en el ECsy, en este caso las moléculas 17, 18 y 29 podrian ser
utilizadas como guia en la busqueda de sustancias con actividad antioxidante. Por tal
motivo en este trabajo se sintetizaron las anilinas 25, 26, 33 y 34 del test set, con lo cual se

logr6é un mejoramiento notorio de las actividades antioxidantes.

Finalmente, ya que la correlacion entre los IP y los valores de TEAC y ECsy fue media, i.e.
los valores de R* fueron 0.52 y 0.60, respectivamente (ver Figura 5), se puede decir que la
transferencia de electrones (oxidacion), no es el mecanismo predominante en la actividad
antixiodante (TEAC y ECsy) de las anilinas 13-34, pero juega un papel importante o
estadisticamente significativo, que permite evaluar las relaciones actividad-estructura y

verificar la posible estabilidad bajo condiciones atmosféricas normales.
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3.2 Evaluacion de la reactividad quimica en la alquilacion intramolecular de Friedel-

Crafts. Obtencion de dihidrodibenzo[b,e]azepinas y tetrahidrodibenzo[b,f]lazocinas

3.2.1 Cinética preliminar mediante GC-FID.

Los productos principales obtenidos en la alquilacion intramolecular de las orto-alilanilinas
1y 2, que se detectaron mediante GC-FID después de un tiempo en el cual la reaccion
alcanza el equilibrio (concentracion de azepina relativamente constante), se indican en el
Esquema 13. Las corrientes idnicas totales (TIC) de las mezclas de reaccion en el
equilibrio se analizaron por GC-MSD para verificar la identidad de los productos,
reportados previamente por J. Jaimes y S.L. Gomez [11,248], (ver Figuras 6 y 7). Los

espectros de masas de cada uno de los compuestos se presentan en el Anexo 5.

H
R
Orto-alilanilinas Tetrahidrodibenzo[b, fJazocinas Dihidrodibenzo[b, e]azepinas Dibenzo[b, e]azepinas
LR=H 45a, R=H 46a, R=H 47a, R=H
2,R=CH; 45b, R= CHj, orto 46b, R= CHj3, orto 47b, R= CH;

45¢, R= CH;, para 46¢, R= CH;, para

Esquema 13. Productos de la alquilacion intramolecular de orto-alilanilinas 1y 2. Orto-y para- se

refieren a la sustitucion del grupo R- con respecto a la ciclacion electrofilica intramolecular.

En la Figura 6 se puede observar que los productos de la alquilacion intramolecular de la
orto-alilanilina 1, detectados por GC-FID y GC-MSD fueron: 1l-etil-11H-
dibenzo[b,e]azepina [47a], 11-metil-5,6,11,12-tetrahidrodibenzo[b,f]azocina [45a] y 11-
etil-6,11-dihidro-5H-dibenzo[b,e]azepina [46a]; [46a] fue el producto de reaccion
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mayoritario (ciclacion 7-exo-trig), con un rendimiento de 73.9 £ 0.6 %, seguido por [45a]

(ciclacion §-exo-trig) y [47a] (16.2 £ 0.9 y 8 £ 1 %, respectivamente).

46a

452

(] 2 4 I8 (] F a2 W ¥ B n A min

Figura 6. TIC para la mezcla de reaccion con la orfo-alilanilina 1. Relacion Molar H,SO./orfo-
alilanilina: 86. STDI [48]; 1l1-etil-11H-dibenzo[b,elazepina [47a]; 11-metil-5,6,11,12-
tetrahidrodibenzo[b,f]azocina [45a] y 11-etil-6,11-dihidro-5H-dibenzo[b,e]azepina [46a].
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Figura 7. TIC para la mezcla de reaccion con la orto-alilanilina 2. Relacion Molar H,SO4/orto-
alilanilina: 86. STDI [48]; 10,11-dimetil-5,6,11,12-tetrahidrodibenzo[b,flazocina [45b]; 8,11-
dimetill-5,6,11,12-tetrahidrodibenzo[b,f]lazocina [45¢]; 11-etil-8-metil-11H-dibenzo[b,e]azepina
[47b]; 11-etil-10-metil-6,11-dihidro-5H-dibenzo[b,e]azepina [46b] y 11-etil-8-metil-6,11-dihidro-
5H-dibenzo[b,e]azepina [46¢].

Los productos principales de la alquilacion intramolecular de la orto-alilanilina 2 fueron los

siguientes compuestos (Figura 7): 10,11-dimetil-5,6,11,12-tetrahidrodibenzo[b,f]azocina

66



[45b], 8,11-dimetil-5,6,11,12-tetrahidrodibenzo[b,flazocina [45c], 11-etil-8-metil-11H-
dibenzo[b,e]azepina [47b], 11-etil-10-metil-6,11-dihidro-5H-dibenzo[b,e]azepina [46b] y
11-etil-8-metil-6,11-dihidro-5H-dibenzo[b,e]azepina  [46¢]. [45b] y [46b], con
rendimientos de 4 y 1%, resultaron de la sustitucion (8-exo-trig y 7-exo-trig,
respectivamente) en posicion orto con respecto al radical metilo, mientras que, [45¢c] y
[46c], con 24 y 52 % de rendimiento, fueron productos de la sustitucion en posicion para,

[47b] present6 un rendimiento del 19 %.

La relacién en la distribucién de productos para/orto (azocina paralorto: 6 y azepina
paralorto: 49), podria explicarse desde el punto de vista termodinamico, al aplicar el
principio de Curtin-Hammett/Winstein-Holness, sobre el equilibrio conformacional de las
especies reactivas que los originan [216]. Para alcanzar este ultimo proposito, en el

Numeral 3.2.2 se abordaran algunas consideraciones tedricas al respecto.

Los valores de las constantes de velocidad (kapp) ¥ de los pardmetros de activacion (Ea, AH7,

logA, AS) aparentes u observados para la orfo-alilanilina 1, se obtuvieron como
informacion preliminar confiable para establecer puntos de comparacién o de partida con
los datos extraidos de procedimientos tedricos o quimiométricos (Guassian o MCR-ALS
Numerales 3.2.2 y 3.2.3). Para lograr lo propuesto, se determinaron a través de GC-FID y
GC-MSD las especies que intervienen en la reaccion y se analizaron el efecto de la
concentracion, la velocidad de agitacion y la temperatura sobre el rendimiento de
dihidrodibenzo[b,e]azepina. Para la orfo-alilanilina 2, no se obtuvieron datos preliminares

mediante GC-FID debido a que la alta velocidad de reaccion requeria una velocidad de

muestreo muy alta.

En la Figura 8 se indican las especies principales presentes en la alquilacion intramolecular
de la orto-alilanilina 1, que se detectaron mediante GC-FID en un tiempo de reaccion

intermedio o previo al equilibrio. La TIC de una mezcla de reaccion se analizé por GC-

MSD para verificar la identidad de los productos (Figura 9).
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Figura 8. Cromatograma tipico para la mezcla de reaccion con la orto-alilanilina 1. Relacién Molar
H,SOy4/orto-alilanilina: 86. T: 0°C. STDI [48]; 11-etil-11H-dibenzo[b,e]azepina [47a]; 11-metil-

5,6,11,12-tetrahidrodibenzo[b,f]lazocina [45a]; 11-etil-6,11-dihidro-5H-dibenzo[b,e]azepina [46a];
isomeros orto-alilanilina [1] y 1-(2-(bencilamino)fenil)propan-2-ol [49].
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Figura 9. TIC para la mezcla de reaccion con la orfo-alilanilina 1 y H,SO4:H,0 (3:1 v/v). Relacion
Molar H,SOg/orto-alilanilina: 65, T: 30°C STDI [48]; 11-etil-11H-dibenzo[b,e]azepina [47a]; 11-
metil-5,6,11,12-tetrahidrodibenzo[b,f]azocina [45a]; 11-etil-6,11-dihidro-5H-dibenzo[b,e]azepina
[46a]: isdmeros de orto-alilanilina [1] y 1-(2-(bencilamino)fenil)propan-2-ol [49].
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Las especies detectadas por GC-FID que intervienen en la alquilacion intramolecular de la
orto-alilanilina 1 fueron (ver Figuras 8 y 9): orto-alilanilina e isomeros [1], 11-metil-
5,6,11,12-tetrahidrodibenzo[b,f]lazocina [45a], 11-etil-6,11-dihidro-5H-dibenzo[b,e]azepina
[46a], 11-etil-11H-dibenzo[b,e]azepina [47a] y 1-(2-(bencilamino)fenil)propan-2-ol [49].

Ademas de confirmarse la formacion de [45a], [46a] y [47a], se evidencid la obtencion de

especies intermedias como [1] y [49]. La similitud entre los espectros de masas de las
especies [1], indica que probablemente sean isémeros consituticionales de la orfo-
alilanilina 1. Mientras que, hechos como la fragmentacion exhibida por [49], con la
pérdida de un ion-fragmento de 17 unidades (m/z) y la reaccion llevada a cabo con una
concentracion alta de agua (Figura 9), permitieron proponer que esta especie fuese
probablemente un alcohol, producto de la adicion cinética del anidén hidroxilo sobre el
carbocation alquilico secundario (ver Esquema 14). Los espectros de masas respectivos se

presentan en el Anexo 5.

F
H;S04 e
+ - +
II\T H/N\H H/N\H
H

(1]

Orto-alilanilina Carbocation alquilico secundario Carbocation bencilico

| S~

+ /
H H
N
SOOI S 4 Y
H/N\?O H/N\?Q H™ \?O

[49] (1]
Hidronio intermediario Alcohol intermediario orto-alilanilina, isomeros (Z,E)

Esquema 14. Algunos intermediarios en la alquilacion intramolecular de la orfo-alilanilina 1.

En las Figuras 10-12 se pueden observar los efectos de la concentracion, la velocidad de
agitacion y la temperatura sobre el rendimiento de dihidrodibenzo[b,elazepina en la

alquilacion electrofilica intramolecular de la orfo-alilanilina 1.
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Figura 10. Efecto de la concentracion de orto-alilanilina 1 sobre el rendimiento de
dihidrodibenzo[b,e]azepina [46a]. T: 20°C; H,SO4: 18 M; 1250 rpm.
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Figura 11. Efecto de la agitacion sobre el rendimiento de dihidrodibenzo[b,e]azepina [46a]. T:
30°C; orto-alilanilina 1: 0.21 M; H,SO,: 18 M.
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Los parametros cinéticos verdaderos para la alquilacion electrofilica intramolecular de la
orto-alilanilina 1 en medio heterogéneo (e.g. liquido-liquido), podrian ser estimados
unicamente con base en: (i) condiciones experimentales donde se elimine la resistencia a la
transferencia de masa, (ii) el conocimiento sobre la fase en donde ocurre la reaccion y (iii)
de acuerdo con la clasificacion de reacciones heterogéneas de L. K. Doraiswamy et al., el
establecimiento del orden de reacciéon (muy lenta, lenta, rapida e instantanea) [258].
Entonces, la disminucion en el rendimiento de dihidrodibenzo[b,e]azepina a medida que
aumento la concentracion de orfo-alilanilina 1, como se indica en la Figura 10 y el
incremento de la velocidad de reaccion con la agitacion, segiin se muestra en la Figura 11,
permitieron deducir que a 1250 rpm la resistencia a la transferencia de masa se elimina solo,
para concentraciones de orto-alilanilina 1 menores o iguales a 0.17 M. Mientras que, para
concentraciones de orto-alilanilina 1 de 0.21 M, la velocidad de reaccidon es controlada
cinéticamente s6lo con velocidades de agitacion mayores o iguales a 1650 7pm. Finalmente,
en la Figura 12, es posible notar el efecto directamente proporcional de la temperatura

sobre la velocidad de reaccion.
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Figura 12. Efecto de la temperatura sobre el rendimiento de dihidrodibenzo[b,e]azepina [46a].
Orto-alilanilina 1: 0.21 M; H,SO4: 18 M; 1250 rpm.
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Las constantes de velocidad aparentes (k) calculadas para cada temperatura, con base en
el ajuste de las graficas de Ln [(Ce)/(Ce-Ct)] vs tiempo de la dihidrodibenzo[b,e]azepina,
que estan relacionadas con varias etapas del mecanismo complejo de la alquilacion
intramolecular, se indican en la Tabla 6. Los parametros, energia de activacion (Ea), logA,
AH” y AS” que se muestran en la Tabla 7, se obtuvieron a partir de la ecuacion de
Arrhenius al graficar Lnk,,, vs 1/T, como se indica en la Figura 13 [45]. En el Anexo 7 se

incluyen las graficas Ln ((Ce)/(Ce-Ct)) vs t, estimadas para cada T.

Tabla 6. k,,, para la ciclacion de la orto-alilanilina 1.

T(K)  Kapp X 10*(s")*  Error de ajuste(%)” Kapp prom X 10°(s™)° Desvest x 10°(s™) CV°%

273 0.51 12.9 0.58 0.08 13.02
273 0.57 7.3

273 0.66 8.3

283 1.20 7.5 1.13 0.06 5.09
283 1.10 7.3

283 1.10 5.3

293 3.10 13.9 2.9 0.6 20.4
293 3.30 12.2

293 2.20 10.3

303 6.00 8.5 5.7 0.3 5.1
303 5.50 8.4

303 5.50 8.1

“V = kyplorto-alilanilina). k,, = k,,, [H;SO4]". "Error de ajuste (%) =( ¥ (M; -C))* / X (C)* ); M; =
concentracion calculada con base en la ecuacion Ln [(Ce)/(Ce-Ct)] vs t; C; = concentracion experimental de
dihidrodibenzo[b,e]azepina. “prom = promedio. ‘Desviacién estandar. “Coeficiente de varianza = (Desvest x
100) / (promedio). Orto-alilanilina 1: 0.21 M; H,SO,: 18 M; 1250 rpm.

Las constantes de velocidad mostradas en la Tabla 6, siguen la bien conocida regla del
pulgar (rule of thumb), la cual indica que el incremento de la temperatura en 10°C, causa un
aumento en la velocidad de reaccion que varia entre 2 y 3 veces [45,259]. Los ordenes
determinados para las kg, entre 10°-10*s™, se encuentran entre los valores intermedios de
las kapp reportadas en la literatura para las siguientes reacciones: formolisis de 5-aril-1-
pentiltosilatos (10'5—10'4, kobs), sustitucion de cloruro de benzoilo por el i6n benzoato (10'4—

107, kops), oxidacion de alcohol bencilico (10*-107 k.;), oxidacién de 5-vinil-2-norborneno
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(107°-107, ko), clorometilacion de benceno y tolueno (10°-107, k) y para la alquilacion
electrofilica intramolecular de diarilhomobenzoquinonas (10°-107, k&; M™ s™), entre otras

reacciones [217,260-264].

0.0032 0.0033 0.0034 0.0035 0.0036 0.0037

L kapp (1/5)

10 | \\

-12 -

T (1/K)

Figura 13. Variacion de la k,,, (1/s) con respecto al inverso de la temperatura, 1/T (1/K).

Tabla 7. Parametros termodinamicos para la ciclacion de la orfo-alilanilina 1.

Parametro Valor  Valor promedio Desvest* CV %
Ea (kcal/mol) 14 13 1 9
13
12
AH” (kcal/mol) 13 12 1 9
T=298K 12
11
logA (s™) 6.7 5.9 0.9 14.5
6.1
5.0
AS” (cal/mol.K) 28 31 4 -13
T=298K -30
-36

“Desviacion estandar
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Los datos de la Tabla 7, sugieren que en el estado de transicion no hay rompimiento
sustancial de algin enlace, ya que los valores de Ea y AH”, son relativamente bajos al
compararlos con las energias de enlace C-C o C-H (81 y 98 kcal/mol [41]); o por el
contrario, que la energia necesaria para la ruptura del enlace se compensa por la formacion
de otro. Adicionalmente, como se esperaba, la alquilacion intramolecular conduce a una
pérdida de entropia (-AS”), puesto que requiere un estado de transiciéon con una estructura
altamente ordenada, de una entropia mas baja que la de los reactivos [45]. Ademas, el
factor de frecuencia o frecuencia de colision (A), presenta un orden entre 10° y 10° (s™), por
debajo de los valores encontrados para reacciones bimoleculares (10''-10” M'min™), en
donde la etapa limitante de la velocidad de reaccion depende en un grado alto de la

frecuencia de colision [259].

74



3.2.2 Estudio tedrico de la alquilacion intramolecular de Friedel-Crafts. Obtencion de

dihidrodibenzo[b,e]azepinas y tetrahidrodibenzo[b,f]azocinas.

+ Energias.

En las Tablas 8 y 9 se reportan los valores de las energias electronicas (E), las energias
vibracionales en el punto cero (ZPE), las entalpias (H) y las entropias (S), para los puntos
estacionarios, minimos y estados de transicion en fase gaseosa, de las coordenadas de

reaccion resaltadas en el Esquema 15.

De acuerdo con la Tabla 8 (R= H) la energia electronica de 4 (0.0130, energia relativa a la
especie 6 en Hartree) es mas grande que la del carbocation secundario 3 (0.0122), lo mismo
sucede con 7 (0.0112) en relacion con el carbocation 6 (0.0000), pero 6 tiene energia mas
baja que 3. Entonces puede proponerse que el efecto entdlpico en el reordenamiento 1,2 de
hidruro (1,2-H), de 3—6 (AH = -0.0124 Hartree, AS = -0.814 calmol'K'', AG = -7.537
kcalmol™) es mas grande que en 3—>4 (AH = -0.0013 Hartree, AS = -16.886 calmol 'K,
AG = 4.215 kecalmol™) y que en 67 (AH = 0.0097 Hartree, AS = -13.344 calmol 'K, AG
= 10.038 kcalmol"). La poca pérdida de entropia causada en el reordenamiento 1,2-H, se
compensa por el efecto entalpico, de tal forma que es el Gnico proceso que llega a ser
exotérmico (las ciclaciones no lo son). Cuando R= CHj; (Tabla 9), las especies 40rto,
4para, 6, 7orto y 7para son energéticamente mas estables que 3. En este caso, la
introduccion del grupo CHj3 incrementa el efecto entdlpico y compensa la pérdida de
entropia de las ciclaciones, de tal manera que estas etapas llegan a ser exotérmicas (excepto
en 6—>70rt0). Asi, en la etapa de 3—>4para (AH = -0.0124 Hartree, AS = -10.361 calmol
'K, AG = -4.665 kcalmol™), el efecto entélpico es méas grande que en 6—7para (AH = -
0.0085 Hartree, AS = -12.516 calmol'K™', AG = -1.620 kcalmol ™), 3—>4orto (AH = -0.0067
Hartree, AS = -12.721 calmol'K™!, AG = -0.410 kcalmol™), 356 (AH = -0.0057 Hartree,
AS = 4.684 calmol 'K, AG = -4.978 kcalmol™ ) y en 6—>70orto (AH = 0.0001 Hartree, AS =
-15.081 calmol'K™!, AG = 4.557 kcalmol ™).
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Esquema 15. Etapas principales de la alquilacion electrofilica intramolecular de las orto-alilanilinas

ly2

Tabla 8. Energias electronicas (E) en Hartree evaluadas con los niveles de teoria UHF/6-31+G(d) y
RMP2/6-311++G(d,p), para R= H. Entalpias (H) en Hartree y entropias (S) en calmol'K™' a
298.150 K, evaluadas con los niveles de teoria UHF/6-31+G(d).

Especie E =Eelec+ZPE®  E= Eelec+ZPE*’ H* S E = Eelec*

1 -669.923336 0.563951 -669.908215 124.088 -670.370525
2 -670.291689 0.195598 -670.276510 123.552 -670.757048
3 -670.475104 0.012183 -670.458914 129.751 -670.951816
3 -670.473822 0.013465 -670.458144 123.168 -670.952231
TS1 -670.463106 0.024181 -670.449056 113.243 -670.943323
4 -670.474267 0.01302 -670.460220 112.865 -670.956631
5 -670.289036 0.198251 -670.458914 129.740 -670.757824
TS2 -670.464169 0.023118 -670.448537 126.727 -670.942100
6 -670.487287 0.000000 -670.471312 128.937 -670.965649
6 -670.480583 0.006704 -670.464737 127.002 -670.959446
TS3 -670.458760 0.028527 -670.444406 114.433 -670.938174
7 -670.476098 0.011189 -670.461655 115.593 -670.957455
8 -670.301043 0.186244 -670.287064 113.224 -670.764933

“UHF/6-31+G(d); "Energias relativas a la especie 6; ‘RMP2/6-311++G(d,p); ‘Representa un conférmero de
energia mas alta que la energia del conformero en el estado basal.
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Tabla 9. Energias electronicas (E) en Hartree evaluadas con los niveles de teoria UHF/6-31+G(d) y
RMP2/6-311++G(d,p), para R= CH;. Entalpias (H) en Hartree y entropias (S) en calmol 'K a
298.150 K, evaluadas con los niveles de teoria UHF/6-31+G(d).

Especie E =EelectZPE’ E = Eelec+ZPE "’ H* S E = Eelec’
1 -708.933208 0.568843 -708.916233 133.903 -709.418585
2 -709.300970 0.201082 -709.283973 133.424 -709.804730
3 -709.489113 0.012939 -709.471633 132.252 -710.005874
3orto -709.484581 0.017471 -709.467262 130.667 -710.001707
TS1orto -709.479241 0.022810 -709.463458 120.915 -709.997945
4orto -709.493929 0.008123 -709.478330 119.531 -710.015525
3para -709.485076 0.016977 -709.467730 131.143 -710.002250
TS1para -709.480303 0.021748 -709.464300 123.842 -709.998666
4para -709.499786 0.002266 -709.483990 121.891 -710.021106
Sorto -709.278496 0.223556 -709.263667 116.067 -709.786577
Spara -709.298519 0.203533 -709.283198 121.090 -709.805557
3= -709.482585 0.019467 -709.464619 138.785 -709.997976
TS2 -709.471810 0.030242 -709.454521 134.065 -709.988759
6 -709.495006 0.007046 -709.477341 136.936 -710.012431
6orto -709.491542 0.010509 -709.473938 135.268 -710.008989
TS3orto -709.470856 0.031196 -709.454672 123.558 -709.988979
7orto -709.493215 0.008836 -709.477244 121.855 -710.014295
6para -709.491128 0.010926 -709.473518 135.670 -710.008532
TS3para -709.475732 0.026324 -709.459511 123.879 -709.993574
Tpara -709.502052 0.000000 -709.485870 124.420 -710.022501
8orto -709.304007 0.198045 -709.288533 119.611 -709.810788
8para -709.310423 0.191628 -709.294564 123.610 -709.812706

“UHF/6-31+G(d); bEnergias relativas a la especie 7para; “‘RMP2/6-311++G(d,p); "Representa un conformero
de energia mas alta que la energia del conférmero en el estado basal; orto y para: nomenclatura utilizada aqui
para describir la posicion relativa del sustituyente R y el enlace final que se forma durante la alquilacion.

Los cambios en energia libre requeridos para obtener 4, 4para, 4orto, 7, 7para y 7orto, a
partir de los carbocationes 3 y 6, mediante procesos de ciclacion y de reordenamiento 1,2-H
se muestran en las Figuras 14-17. Asi, cuando R= H, las etapas de ciclacién son procesos
endotérmicos pero la introduccion del grupo metilo (R= CHj), proporciona mayor
estabilidad a 4para, 4orto y 7para y las ciclaciones se convierten en procesos exotérmicos.
Entonces, es posible considerar que cuando R= H, los estados de transicion TS1 y TS3
presentan geometrias similares a los productos 4 y 7 (caracter late, segin el principio de
Hammond y Bell-Evans-Polanyi (BEP) [265]). Esto tltimo puede tomarse como una de las
herramientas para explicar por qué la introduccion del grupo metilo cambia la

espontaneidad del proceso de ciclacion y se transforma en exotérmico.
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8+H', -231.49.
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Figura 15. Perfil de energia libre a 298.150 K, evaluados al nivel de teoria UHF/6-31+G(d) para
R= CH;. Los valores de energia libre en kcalmol ™' relativos a 1+H", de los puntos estacionarios
encontrados, a saber: 1+H", 0.00; 2+H", -230.62; 3, -341.75; 4orto, -342.16; 4para, -346.41; 5orto
+ H", -212.70; Spara + H", -226.45; 60rto, -344.10; 6para, -343.95; 7orto, -342.17; 7para, -348.35,
8orto + H', -229.36 y 8para + H, -231.30.
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Figura 16. Perfil de energia libre a 298.150 K evaluado al nivel UHF/6-31+G(d) para R= H. Ciclacion. Los
valores de energia libre en kcalmol I relativos a 3, de los puntos estacionarios encontrados, a saber: 3%, 2.44;

TS1, 11.10; 4, 4.21; 3, 0.00; TS2, 7.41; 6, -7.54; 6*, -2.84; TS3, 13.67 y 7, 2.50.
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Figura 17. Perfil de energia libre a 298.150 K evaluado al nivel UHF/6-31+G(d) para R= CHj. Ciclacion. Los
valores de energia libre en kcalmol ' relativos a 3", de los puntos estacionarios encontrados, a saber: 3orto,

0.76; TS1orto, 6.06; 4orto, -2.86; 3para, 0.33; TS1para, 4.66; 4para, -7.12; 3*, 0.00; TS2, 7.74; 6, -7.43;
6orto, -4.80; TS3orto, 10.78; 7orto, -2.87; 6para, -4.66; TS3para, 7.65 y Tpara, -9.05.
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Las consideraciones previas también pueden ser utilizadas para explicar el hecho de que
cuando R= CH3, no mejora la selectividad hacia alguno de los productos, sino que se ve
aumentada tanto la formacién de dihidrodibenz[b,e]azepina (6—7para) como de
tetrahidrodibenz[b,f]lazocinas (3—4o0rto y 3—4para), i.e., las velocidades de formacion son
mas altas y las energias de activacion mas bajas, en relacion con R= H. Por otro lado, ya
que el reordenamiento 1,2-H desde 3—6 (proceso concertado donde el estado de transicion
involucra tres 4tomos [41]), con R= CH3 no mejora su exotermicidad, i.e., este grupo no
tiene influencia alguna sobre esta etapa, se puede proponer con base en los resultados de D.
Tantillo [222], que la introduccion de sustituyentes electrodonores en posiciones con
directa influencia sobre la estabilidad de los carbocationes 3 6 6 (e.g. sobre el anillo
aromatico del grupo alilo), podria cambiar la velocidad y energia de activacion de la etapa
3—6, lo que mejoraria la selectividad de la ciclacion hacia la obtencion de

dihidrodibenz[b,e]azepinas.

Tabla 10. Pardmetros cinéticos y de activacion calculados al nivel UHF/6-31+G(d) a
298.15 K.

Etapa AH” AS” AG” Log A k Ea
(kcal mol)  (cal mol’ K')  (kcal mol™) ™ ™) (kcal mol™)
R=H
34 5.70 -9.93 8.66 10.624  2.78x10° 6.30
356 6.51 -3.01 7.41 12.135  2.30x10’ 7.10
67 12.76 -12.57 16.5 10.046  4.96x10° 13.35
R=CH,
(3—4) para 2.16 -7.30 4.33 11.198  4.14x10° 2.75
(3—4) orto 2.39 -9.75 5.29 10.662  8.17x10® 2.98
36 6.34 -4.72 7.74 11762 1.31x10’ 6.93
(6—7) para 8.79 -11.79 12.30 10216  5.94x10° 9.38
(6—7) orto 12.09 -11.71 15.58 10234 2.35x10 12.68

Orto y para: nomenclatura utilizada aqui para describir la posicion relativa del sustituyente R y el enlace final
que se forma durante la alquilacion.

Los pardmetros cinéticos para las etapas de reaccion estudiadas se muestran en la Tabla 10.

Como se puede observar, tanto para R=H como para R= CH3, las etapas para la generacion
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de 4, 4para y 4orto tienen velocidades de reaccion mas altas que para la obtencion de 7,
7para y 7orto. Los valores de AH” y AS” indican que en los pasos 6—7, 6—>7para y
6—70rto, hay una probabilidad menor de adquirir la estructura conformacional adecuada
que se conecta con los estados de transicion respectivos, en relacion con las etapas de 3—4,
3—4paray 3—4orto. En adicion, cuando R= H, el desplazamiento 1,2-H desde 3—6 es la
etapa de reaccion mas rapida, mientras que para R= CHj, las ciclaciones 3—4para y
3—4orto son las que presentan valores mas altos en las constantes de velocidad. Estos
resultados son coherentes con los reportados por A. Milet y D. Tantillo para sustituyentes
electrodonores; ademas estan relacionados con el hecho de que el aumento de la estabilidad

en la poblacion de conféormeros que se conectan con los estados de transicion conduce a un

incremento en la velocidad de reaccion [222,266].

AG (kcal/mol) \
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-709.8616 1~ 70rto
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-709.8683 1+

-709.8750 ‘para,

Coordenada de reaccion

Figura 18. Perfil de energia electronica sin correccion ZPE, para la formacion de 4orto (-
709.864204), 4para (-709.869571), 7orto (-709.862960) y Tpara (-709.871117) a partir de 3orto (-
709.849096), 3para (-709.849613), 6orto (-709.857380) y 6para (-709.856948), respectivamente.
TSlorto (-709.846218), TSlpara (-709.846875), TS3orto (-709.837678) y TS3para (-
709.842242).
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La obtencion de 4orto, 4para, 7orto y 7para se puede explicar con base en el equilibrio
termodinamico entre los conférmeros 3orto-3para y 6o0rto-6para, respectivamente. A
partir de los datos mostrados en la Figura 18, se puede proponer lo siguiente: “si las
energias de activacion para las ciclaciones desde 3orto—4orto, 3para—4para,
6orto—7orto y 6para—7para, son mayores que las energias de activacion requeridas para
las isomerizaciones entre 3orto—3para y 6orto—6para, entonces el principio de Curtin-
Hammett/Winstein-Holness (CH/WH) [216], puede ser utilizado para la explicacion de la
obtencion preferencial de 4para y 7para en relacion con 40rto y 7orto. Asi, mediante la
Ecuacion 25, extraida por analogia con la reportada por J. Seeman a partir del enunciado
de CH/WH [216], fue posible estimar las relaciones de productos cuando R= CH3, a saber:
4para/4orto= 10.59 y 7para/7orto= 197.76, tendencia similar a la que se encontr6 en el

analisis de los productos de reaccion por GC-FID (ver Numeral 3.2.1.).

para/orto = exp((Grsoro-Grspara)/0.592488) Ecuacion 25

4+ Geometrias y cargas.

Las principales distancias interatomicas y cargas NBO de las geometrias optimizadas se

indican en las Tablas 11-13. La nomenclatura utilizada se muestra en el Esquema 16.

Hisg Hae
H21 |/H19 Ha21 |/H19
Haow | _-Ci HZZ\C/Cl\
Haq C|32 Hao H ||'|24 I2 Hazo H
Has Cs Cz—Hys Has~_ _Cs. _-C3—Has
\CG/ §C4/+ H32 CG \C4 H32
Il | Hgo~ Har.” 4 | | Hao~ Ha1 ./ 1
Cr#Cor CuCig _Ha H /C7\C/CQ\L/Cll\c/cli\C/H%
Hae Cg _Nio le ?14 26 g _~Nio 12 14
H28 Hzg | | H28 Hzg ” |
E* Ha7 _Ciz._~Cis, E* Ha7 _Ciz_ ~Cis,
Has 16 Hag Has 16 Has
H
_Hag
Hss C
Ar-R 38 Ar-R
Hs7 Hasg
R=H R= CHs

Esquema 16. Estructuras que indican la nomenclatura utilizada en las Tablas 11-13.
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Tabla 11. Distancias interatdmicas, en Angstroms, de las especies involucradas en la coordenada de reaccion. R=H. (UHF/6-31+G(d)).

Enlace® Especies®
3 3* TS1 4 TS2 6 6* TS3 7

Cy-Cy3 -b 3.352 2.181 1.622 -c -c 3.857 2.910 2.620
C;-Cy3 -b 3.688 2.934 2.666 -c -c 4.367 2.195 1.610
Ci3-Cyy 1.386 1.388 1.414 1.487 1.386 1.385 1.386 1.410 1.486
C14-Cys 1.388 1.392 1.383 1.358 1.389 1.389 1.390 1.388 1.358
Ci15-Cys 1.388 1.386 1.384 1.398 1.388 1.389 1.389 1.381 1.399
Ci16-C17 1.386 1.392 1.408 1.423 1.386 1.385 1.387 1.413 1.423
Ci-Cpz 1.393 1.389 1.370 1.352 1.393 1.394 1.393 1.364 1.348
C,-H,, -c -c -c -c 1.325 1.090 1.093 1.093 1.090
Cy3-Hj, 1.078 1.079 1.078 1.090 1.078 1.078 1.078 1.076 1.094

2 La nomenclatura se indica en el Esquema 16. ”Las estructuras se muestran en el Esquema 15. ¢ Distancias de enlace mayor que 4.0 A. Orto y para:
nomenclatura utilizada aqui para describir la posicion relativa del sustituyente R y el enlace final que se forma durante la alquilacion.

Tabla 12. Distancias interatomicas, en Angstroms, de las especies involucradas en la coordenada de reaccion. R= CH;. (UHF/6-31+G(d)).

Enlace® Especies®

3orto  TSlorto 4orto 3para TSlpara 4para 3* TS2 6 6orto TS3orto 7orto 6para TS3para 7para
C,-Ci3  3.924 3.716 3513 3.132 2.342 1.609 -c -c -c 4.046  4.848 -c 3.818 2.989 2.617
C,-Cy;  3.187 2322 1.623  3.955 3.745 3.568 -c -c -c 3.823 3.004 2.614 4.145 4.910 -c
C;-Cy;3 4430 4.386 4384 3.556 3.032 2.662 -c -c -c 3.732 3.657 -c 4.347 2.324 1.604
C;-Cy;  3.596 3.019 2.664 4.468 4.448 4.487 -c -c -c 4.366 2277 1.589  3.815 3.718 -c

Ci3-Cis 1.395 1.411 1.435 1.388 1.405 1490 1.387 1.387 1.387 1.389 1.414 1.434 1.388 1.404 1.489
Ci4-Ci5 1382 1.374 1.379  1.390 1.382 1.350 1386 1.386 1.386 1.386 1.372 1.378  1.386 1.387 1.350
Ci5-Cy6  1.400 1.400 1.381 1.391 1.391 1.413 1395 1395 1395 1.397 1.402 1.381  1.397 1.388 1.414
Ci-C17  1.391 1.409 1.498  1.400 1.414 1.437 1.390 1.390 1.390 1.390 1.414 1.501  1.390 1.419 1.438
Ci7-Cy2 1403 1.426 1.502  1.386 1.371 1.346 1393 1393 1.393 1.396 1.429 1.504  1.395 1.365 1.343
C-H;, -c -c -c -c -c -c -c 1.332  1.090 1.093 1.093 1.089  1.093 1.094 1.090
Ci-Hi,  1.075 1.075 1.074 1.079 1.078 1.090 1.078 1.078 1.078 1.077 1.075 1.074  1.077 1.076 1.093

2 La nomenclatura se indica en el Esquema 16. ”Las estructuras se muestran en el Esquema 15. ¢ Distancias de enlace mayor que 4.0 A. orto- y para-
nomenclatura utilizada aqui para describir la posicion relativa del sustituyente R y el enlace final que se forma durante la alquilacion.
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Las geometrias optimizadas de los puntos estacionarios, minimos y TS de las
ciclaciones intramoleculares 7-exo-trig y 8-exo-trig y del reordenamiento 1,2-H, para
las orto-alilanilinas 1 y 2, se muestran en las Figuras 19 y 20. Es importante anotar que
los calculos IRC indicaron que, para el caso de las ciclaciones, los TS se conectaron con
conférmeros que poseen estructura diferente a los del estado electronico fundamental
(energia mas baja). Los valores de distancias intermoleculares para TS1, TS1para,
TS1orto, TS2, TS3, TS3para y TS3orto fueron intermedias entre los centros de
reaccion, asi: la distancia C,-Ci3 fue 2.18 A en TS1; 2.34 A en TS1para y C,-C;; fue
2.32 A en TSlorto. La distancia C3-C;3 fue 2.20 A en TS3; 2.32 A en TS3para y Cs-
C,7 fue 2.28 A en TS3orto. Estas distancias exhibieron valores similares a las obtenidas
por D. Tantillo et al. para la alquilaciéon electrofilica intramolecular de
diarilhomobenzoquinonas y por A. Milet et al. en las ciclaciones intramoleculares de

radicales alquilicos fluorados [222,266].

3 TS2 6

9
9

% ‘2 9 ) 9
TSP Sy

7

Figura 19. Estructuras de las especies 3", TS1, 4, 3, TS2, 6, 6", TS3 y 7, para R: H, evaluadas al
nivel UHF/6-31+G(d).
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Figura 20. Estructuras de las especies 3orto, TS1orto, 4orto, 3para, TS1para, 4para, 3", TS2,
6, 60rto, TS3orto, 7orto, 6para, TS3para y 7para, para R: CH;. UHF/6-31+G(d).

Tanto para R = H como para R = CH3, Co-H,, y C3-Hy, fueron 1.33 Ay 1.30 A en TS2.
Ademas, cuando R= H, se observaron los cambios en las distancias debido a

rehibridacién de la siguiente forma: para las ciclaciones en C12-Ci3y Ci3-C14 3" — 4, 4
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>5y6->7,7->8,0.1 A) y para el reordenamiento 1,2-H en C,-C;5 (3 —> 6, 0.01 A) y
C3-C4(3—>6,0.13 A). Para R = CHj3, los cambios en las distancias Ci-Cj3 y Ci3-Ci4
(3para — 4para, 4para — Spara y 6para — 7para, 7para — 8para, 0.1 A), C;-Cp2 y
Ci6-C17 (30rto — 4orto, 4orto — 5orto y 6orto — 7orto, 7orto — 8orto, 0.1 A), Cy-C5
(3" > 6, 0.00 A) y C3-Cy4 3" > 6,0.13 A). También fueron notorios e iguales a los
cambios ocasionados para R=H, i.e., l6gicamente, la introduccién del sustituyente R no
debe causar ninglin efecto sobre las distancias de enlace. Ademas, estan relacionadas
con los cambios de hibridacién esperados por la transformacion desde un enlace
aromatico (distancia de enlace intermedia entre un enlace simple C-C (sp*-sp’, 1.46 A)
y un doble enlace C=C (sp-sp’, 1.34 A)) hasta un enlace simple C-C (sp’-sp?, 1.50 A)
[41].

Tabla 13. Cargas NBO de los grupos E*, Ar-R, H para las especies 3, 4, 6, 7, TS1, TS2 y TS3,
evaluadas al nivel UHF/6-31+G(d).

Especies’
Grupo® 3 TS2 6°
R=H R=CH; R=H R=CH; R=H R=CH;
E’ 1.926 1.933 1.922 1.911 1.909 1.913
Ar-R -0.151 -0.187 -0.151 -0.150 -0.140 -0.150
H 0.224 0.255 0.225 0.237 0.230 0.239
TS1 TS3
R=H R=CH; R=CH; R=H R=CH; R=CH;
orto para orto para
E’ 1.628 1.691 1.705 1.599 1.621 1.657
Ar-R 0.102 0.042 0.037 0.119 0.118 0.070
H 0.272 0.266 0.259 0.279 0.263 0.268
4 7
R=H R=CH; R=CH; R=H R=CH; R=CH;
orto para orto para
E’ 1.186 1.169 1.161 1.146 1.103 1.129
Ar-R 0.516 0.555 0.548 0.537 0.620 0.567
H 0.299 0.277 0.291 0.317 0.277 0.307

®Los grupos E*, Ar-R y H se indican en el Esquema 16. La carga NBO del grupo se define como la
carga NBO de los 4tomos que lo constituyen. ’Las estructuras se muestran en el Esquema 15. “Segiin el
caso puede ser 3 (6), 3* (6*) o 3orto/para (6borto/para).

Las principales cargas NBO de las geometrias optimizadas se muestran en la Tabla 13.
Como se indica, durante el reordenamiento 1,2-H, (3—>TS2—6) no existié un cambio

. . . . . ., , + , U
significativo en la distribucion de cargas. Asi, E* present6 carga positiva cercana a 2
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(cargas sobre el carbono y nitrogeno), Ar-R exhibi6 una carga negativa pequena que se
incremento levemente por la introduccion del grupo CHs y H tuvo carga positiva. En
los estados de transicion TS1 y TS3, localizados para las ciclaciones 8-exo-trig
(3" >TS1-4) y 7T-exo-trig (6 »TS3—7), la carga positiva se redujo en E* y se
aument6 en Ar-R y H, con respecto a las especies de partida 3" y 6". Ademas, se nota
que la introduccion del grupo metilo, implicd que el grupo Ar-R presentara un valor
menor de la carga positiva para TS1 y TS3, debido a la densidad electronica cedida por
él. En las especies 4 y 7, E" exhibié una carga positiva cercana a 1 (carga sobre el
nitrogeno), H tuvo la carga positiva mas alta en relaciéon con las otras especies
analizadas, lo cual evidencidé el incremento de su caracter acido a medida que
transcurrian las ciclaciones. La carga positiva de Ar-R no tuvo un cambio significativo
entre 4 y 7, o por la introduccion del grupo metilo. Sin embargo, se hizo evidente que
Ar-R aument6 la densidad de carga positiva en las ciclaciones 8-exo-trig y 7-exo-trig.
En resumen, para R= H y CHs, durante las ciclaciones y el reordenamiento 1,2-H, hubo
un incremento en carga negativa de E* y carga positiva de los grupos Ar-Ry H, i.e., la
densidad electrénica se transfiri6 desde Ar-R y H hacia E', pero en una mayor
proporcion para las etapas de ciclacion. Asi, los cambios en carga positiva o negativa

fueron mas evidentes para TS1y TS3 que sobre TS2.

3.2.3 Aplicacion de MCR-ALS en la obtencion de parametros cinéticos de la

alquilacion intramolecular de Friedel-Crafts.

El Esquema 17 describe en una forma simplificada la reactividad involucrada en la
ciclacion electrofilica intramolecular de las orto-alilanilinas 1 y 2 (A), en presencia de
H,SO4 concentrado. Ya que cada etapa no puede asignarse a una reaccion simple, sino
a varias reacciones complejas que ocurren simultdneamente, los valores de las
constantes de velocidad y de cualquier otro parametro de activacion deben ser
considerados como valores aparentes u observados, que informan acerca de las etapas
de reaccion que pueden discriminarse de forma espectroscopica. Estos valores
aparentes son extremadamente tutiles para comparar el efecto de los factores estéricos
y/o electronicos de los sustituyentes sobre la ciclacion electrofilica intramolecular de las

orto-alilanilinas 1y 2.
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Esquema 17. Ciclacion electrofilica intramolecular de las orfo-alilanilinas 1 y 2 (A) en
presencia de H,SO4 concentrado. (B) tetrahidrodibenzo[b,flazocinio; (C, intermedio) orto-
propenobencilanilinio U orto-isopropilhidroniobencilanilinio; (D) dihidrodibenzo[b,e]azepinio y
(E) dibenzo[b,e]azepinio.

En la Figura 21 se muestran los espectros UV-Vis desde 205 hasta 300 nm para las
reacciones de alquilacion intramolecular de Friedel-Crafts de las orto-alilanilinas 1 y 2
con HySO4 a 60 °C. Las bandas entre 205-245 y 245-285 nm corresponden a
transiciones entre orbitales 7—7 y n—7, respectivamente. Las diferencias en
absorcion (g, absortividad) estan relacionadas con la mayor probabilidad de transicion
entre los orbitales 7—7 en relacion con las transiciones entre n—7, ya que los
orbitales n poseen una orientacion espacial desfavorable con respecto a los orbitales 7
[251,252]. En la figura se nota también, una leve disminucion en la absorcion de la
banda ubicada entre 205-225 nm, el aumento de las bandas entre 225-285 nm
relacionadas con el intermediario (C) y los productos (B, D, E) y la aparicion de una
banda entre 275-285 nm asociada mayoritariamente con las transiciones n—7

[251,252].
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Figura 21. Representacion tridimensional de los datos UV-Vis. H,SO4/orto-alilanilina, [2mL:
0.20mg]; T = 60 °C. Arriba: orto-alilanilina 1. Abajo: orto-alilanilina 2.

89



En la Tabla 14 se indican los valores propios (eigenvalues) obtenidos a partir del PCA
sobre las matrices de datos Aj;-As y Mjy. Se encontré que hasta el tercer y el cuarto
valor propio aportaron contribuciones significativas a la varianza total. Ya que el
nimero de especies presentes en la reaccion es mayor que 4 (Ver Esquema 17); se dice
entonces que la informacién contenida en las matrices de datos Aj-As es deficiente
(deficiencia de rank o de orden), para realizar el analisis quimiométrico. Para tratar de
eliminar esta deficiencia se recurrio a la propuesto por M. Amrhein et al., y se
construyeron las matrices aumentadas con columnas discretas M, con lo que se logro
un incremento hasta el cuarto valor singular [244]. Aunque la deficiencia en la
resolucion del ntimero de especies que intervienen en la reaccion no se elimind
totalmente (probablemente por solapamiento en espectros y perfiles de concentracion),
si se logré una mejora leve que permitié la descripcion del comportamiento de una
cuarta especie para todas las matrices de datos (Aj-As). Es factible que sea necesario
recurrir a la introduccién de espectros de los compuestos puros obtenidos
experimentalmente y/o a la adquisicion de datos UV-Vis a intervalos de tiempos
menores de 10 min, que permitan una manifestaciéon mejor de los rasgos espectrales de

los compuestos puros (selectividad).

Tabla 14. Valores propios obtenidos a partir del PCA de las matrices A;-As y M.

Matriz Orto-alilanilina 1 2 3 4 5

Aq[20 OC] D) 83.23 6.89 2.42 1.49 0.29
A, [30 OC] D) 79.21 10.16 3.18 0.82 0.47
Az [40 OC] )] 76.49 7.95 4.90 1.66 1.00
A4[50 OC] @))] 62.56 22.75 2.82 1.58 1.22
As5[60 OC] D) 85.69 4.40 2.16 1.31 0.96
M; [A-As] ()] 54.62 25.36 8.66 4.84 1.43
Aq[20 OC] 2 64.28 23.57 5.48 1.90 0.47
A [30 OC] 2 73.37 17.95 2.80 1.20 0.46
Az [40 OC] 2 70.53 16.92 6.59 1.73 0.19
A4 [50 OC] 2 76.50 17.15 1.79 0.32 0.24
As5[60 OC] 2 84.00 11.25 0.70 0.04 0.01
M; [A-As] (é) 56.45 21.53 9.95 3.52 1.80

La optimizacién de M; mediante MCR-ALS con restricciones (no-negatividad para
espectros y perfiles de concentracion y concentracion inicial), permitio la extraccion de
las matrices C (243x4; 153x96; orto-alilanilinas 1 y 2) y ST (4x96), las cuales contenian

los perfiles de concentracion y los espectros, para cuatro compuestos que intervenian en
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la reaccion para cada una de las temperaturas evaluadas. En cuanto a la calidad del

ajuste ofrecida por la optimizaciéon MCR-ALS, se encontré que el producto CS”

expreso el 99.80% y el 99.87% de la varianza relacionada con My (R%, Numeral 1.2.2.,

Ecuacion 9) y el LOF presentd valores de 4.25% y 3.03% (orto-alilanilinas 1 y 2)

(Numeral 1.2.2., Ecuacién 8). Lo anterior indic6 que la mayoria de la variabilidad

asociada con los datos experimentales puede ser representada mediante el producto CS”.

Es necesario anotar que debido a la imposibilidad de obtener los espectros

experimentales de los compuestos puros, para cada una de las especies que intervienen

en la reaccidn, no se calcul6 el criterio de similitud (r, Numeral 1.2.2., Ecuacién 10).
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Figura 22. Espectros extraidos por MCR-ALS (S"). Ciclacion de, arriba: orto-alilanilina 1,
abajo: orto-alilanilina 2. (A) Orto-alilanilina; (B) tetrahidrodibenzo[b,f]azocina; (C) intermedio;
(D) dihidrodibenzo[b,e]azepina y (E) dibenzo[b,e]azepina.
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Los espectros extraidos al optimizar las matrices M; mediante MCR-ALS, se muestran
en la Figura 22. La asignacion de cada espectro al compuesto respectivo se hizo por
correspondencia con los perfiles de concentracion. Asi, los espectros de las orto-
alilanilinas 1 y 2 se relacionaron con los compuestos cuyos perfiles de concentracion
decrecian con el tiempo. El espectro del intermedio se asigné al perfil que inicialmente
aumentaba y que luego disminuia. La discriminacion entre los espectros de B, D y E, se
realizo teniendo en cuenta que D era el producto mayoritario, seguido de B y E (GC-
FID, GC-MSD, Numeral 3.2.1.). En general, debido al intervalo de longitudes de onda
de absorcidon que se observo, las bandas espectrales correspondian a transiciones entre
orbitales 77 y N1 [251,252]. La ausencia de especificidad, i.e., regiones
espectrales caracteristicas para cada compuesto y la absorptividad alta de E, se

encontraron entre los rasgos mas notorios.

En la Figura 23 se indican los perfiles de concentracion obtenidos a 30°C para la
alquilacion intramolecular de Friedel-Crafts de las orto-alilanilinas 1 y 2. Los perfiles
extraidos sin postulacion previa de un modelo quimico, reprodujeron satisfactoriamente
la relacion molar y la temperatura que se usé para cada experimento (ver Anexo 8).
Para la reaccion con la orfo-alilanilina 1, se extrajeron de forma adecuada los perfiles de
A, D y E. Sin embargo, debido a la deficiencia de rank y la poca selectividad de los
espectros, el perfil de concentracion de C, cuya presencia se verifico mediante GC-FID,
se superponen en el intervalo de tiempos finales, con el de otro producto
(probablemente con B que es la especie sin resolver y que desde el punto de vista
mecanistico se obtendria en una reaccion paralela, con una velocidad de formacion
similar a la de C, ver Esquema 17). Con respecto a la alquilacion de la orto-alilanilina
2, se obtuvieron satisfactoriamente las concentraciones de A, B, D y E y al igual que por
GC-FID no se detectdé C. La obtencion de isomeros de B y D, dectectadas por GC-FID
y GC-MSD, no se verifico6 mediante UV-Vis (MCR-ALS), debido a la deficiencia de
rank ocasionada por la poca selectividad de los espectros de especies isomeras, ademas
de las relaciones estequiométricas en que se encuentran presentes, las cuales desde el
punto de vista experimental (GC-FID) y tedrico (Computacional-Gaussian) fueron 6 y
11 para las azocinas para/orto y 49 y 198 para las azepinas para/orto (ver Numerales

3.2.1y3.2.2).
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Es importante resaltar que debido a la velocidad de formacion relativamente alta para D,
tinicamente los datos experimentales tomados para temperaturas entre 20-40°C fueron
utiles para el célculo de constantes de velocidad, i.e., poseen los puntos experimentales
suficientes para un ajuste matematico adecuado, teniendo en cuenta el intervalo tiempo

para la toma de datos (ver Anexo 8).
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Figura 23. Perfiles de concentracion a 30°C extraidos por MCR-ALS (C). Ciclacion de, arriba:
orto-alilanilina 1, abajo: orto-alilanilina 2. (A) Orto-alilanilina; (B)
tetrahidrodibenzo[b,f]lazocina; (C) intermedio; (D) dihidrodibenzo[b,e]azepina y (E)
dibenzo[b,e]azepina.
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intramolecular de la orfo-alilanilina 1, los resultados que se muestran en las Tablas 15 y
16 y en la Figura 24, presentan una desviacion estdndar aceptable, en donde ademas, se

mantiene la linealidad del parametro k.

Tabla 15. k., promedio para la ciclacion de la orto-alilanilina 1.

T(K)  Kupp x10° (s7)*  Error de ajuste(%)”  Kupp prom X 10° (s")¢  Desvestx 10° (s7)  CV° %

293 0.20 3.06 0.13 0.06 46.79
293 0.09 3.58
293 0.10 4.13
303 0.40 1.57 0.41 0.07 17.27
303 0.48 11.50
303 0.34 13.19
313 1.00 1.46 0.8 0.2 27.5
313 0.60 4.19
313 0.69 5.40

“V = kyplorto-alilanilina]. k,, = k4, [HySO4]". ’Error de ajuste (%) =( X (M; -C)* / X (C)* ); M; =
concentracion calculada con base en la ecuacion Ln [(Ce)/(Ce-Ct)] vs t; C; = concentracion experimental
de dihidrodibenzo[b,e]azepina obtenida por MCR-ALS. Orto-alilanilina 1= 4.48E-4 M; H,SO,= 37 M.
“prom = promedio. Desviacion estandar. “Coeficiente de varianza = (Desvest x 100) / (promedio).

0.0032 0.0032 0.0033 0.0033 0.0034 0.0034 0.0035
2
23
-4

Ln kapp (1 /S)

-6 -

o

-9

T (1/K)

Figura 24. Variacion promedio de la k,p, (1/s) con respecto al inverso de la temperatura, 1/T
(1/K) para la ciclacion de la orto-alilanilina 1.
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Tabla 16. Parametros termodinamicos promedio para la ciclacion de la orfo-alilanilina 1.

Parametro Valor  Valor promedio Desvest CV %
Ea (kcal/mol) 15 17 2 10
18
17
AH? (kcal/mol) 14 16 2 10
T=298K 17
17
logA (s™) 7 8 1 13
9
9
AS” (cal/mol.K) 26 20 5 26
T=298K -17
-16

Las kg, calculadas para cada temperatura con base en el ajuste de las graficas de Ln
[(Ce)/(Ce-Ct)] vs tiempo para D, a partir de la alquilacién intramolecular de las orto-
alilanilina 1 y 2, se indican en la Tabla 17 (ver Numeral 2.2.3.4.3). El uso de la
ecuacion de Arrhenius o graficas de Eyring (ver Figura 25), se recomienda como una
validacion quimica independiente de la calidad de la informacidn cinética extraida. De
tal forma que, la buena linealidad obtenida es una prueba de la consistencia del

parametro k,,, y por ende del proceso empleado en su estimacion [53].

Tabla 17. k,, y parametros termodindmicos para la ciclacion de las orfo-alilanilina 1 y 2,
obtenidos mediante MCR-ALS de M;. Seguimiento de D, por UV-Vis.

T(K)  Kypp x 10° Error Ea AW? logA AS?
s de ajuste(%)b (kcal/mol)  (kcal/mol) ™ (cal/mol.K)
T= 298K T= 298K

293 (1) 0.20 3.06 15 14 7 -26

303 (1) 0.40 1.57
313 (1) 1.00 1.46
293 (2) 1.00 6.25 13 12 6 -29
303 (2) 2.00 9.72
313 (2) 4.00 8.12

“V = kyplorto-alilanilina]. k,,, = k., [HySO4]". ’Error de ajuste (%) =( X (M; -C)* / X (C)* ); M; =
concentracion calculada con base en la ecuacion Ln [(Ce)/(Ce-Ct)] vs t; C; = concentracion experimental
de dihidrodibenzo[b,e]azepina obtenida por MCR-ALS. Orfo-alilanilina = 4.48E-4 M; H,SO,= 37 M.
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Figura 25. Variacion promedio de la kapp (1/s) con respecto al inverso de la temperatura, 1/T
(1/K) para las ciclaciones de la orto-alilanilina 1 (arriba) y orto-alilanilina 2 (abajo).

Las constantes de velocidad mostradas en la Tabla 17 siguen la regla del pulgar
[45,259], al igual que los parametros cinéticos extraidos por GC-FID para la orto-
alilanilina 1. La alquilacién intramolecular de la orfo-alilanilina 2, es aproximadamente
5 veces mas rapida (kup; 10™), en relacion con la de la orfo-alilanilina 1 (kupp; 107
Esto ultimo corresponde con una disminucion en la energia de activacion para la

alquilacion intramolecular de la orfo-alilanilina 2 entre 1-2 kcal/mol.
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Los factores electronicos involucrados en el efecto del sustituyente sobre la velocidad
de reaccion fueron tratados en el Numeral 3.2.2. De igual forma, el andlisis de los
parametros de activacion es analogo al deducido en el Numeral 3.2.1. Sin embargo,
cabe resaltar que la alquilacion intramolecular de la orfo-alilanilina 2, requiere una
menor energia (Ea, AH”) y frecuencia de colision (logA), pero conduce a una pérdida de

entropia mayor (AS?), en relacion con la orto-alilanilina 1.
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4 CONCLUSIONES

+ En esta tesis se reportan las QSAR entre las actividades antioxidantes evaluadas como

TEAC y ECsp, con los descriptores tedricos moleculares de las anilinas 13-34. El

objetivo fue desarrollar modelos QSAR con capacidad predictiva verificable mediante

validacion externa e interna, con el propdsito de obtener una estimacion confiable de

valores de actividades antioxidantes, para ser utilizados fundamentalmente en pruebas

screening de anilinas, antes de la sintesis. Ya que la validacion predictiva es la tnica

forma de juzgar la confiablidad del modelo para nuevos compuestos, en este caso,

unicamente los modelos QSAR con base en la TEAC pueden ser ttiles para propdsitos

de prediccion.

X/

0

*

Aunque los valores TEAC estimados para las anilinas 13-34, se consideran
estadisticamente confiables y el modelo QSAR validado estd basado en
descriptores moleculares con una interpretacion quimica razonable, es necesario
tener en cuenta que las TEAC estimadas deben ser consideradas confiables
unicamente para aquellas anilinas que caigan en el dominio quimico sobre el
cual se elabord el modelo.

Los descriptores relacionados con la energia electronica (EE y o) y la
distribucion de carga (PPSA-2), permitieron obtener modelos TEAC con ajuste
lineal y capacidad de prediccién adecuados. De otro lado, los modelos basados
en descriptores constitucionales, topologicos, contenido de informacion y
componentes principales, aunque en ocasiones tienen un ajuste lineal bueno, casi
siempre presentan una capacidad de prediccion baja, lo cual indica que estos
descriptores utilizados como variables independientes poseen poca relacion con
el mecanismo antioxidante.

Los IP calculados mediante RHF/CEP-121G o RHF/LANL2DZ para las anilinas
13-34, permitieron obtener relaciones actividad-estructura aceptables, que
pueden ser utilizadas con propositos predictivos o de orientacion en la sintesis
de antioxidantes que presenten estabilidad bajo condiciones atmosféricas

normales.
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+ En este trabajo también se reportan los estudios experimental y tedrico de la alquilacion
intramolecular de Friedel-Crafts de las orto-alilanilinas N-bencilo sustituidas 1y 2, que
explican la produccion de dihidrodibenzo[b,e]azepinas y tetrahidrodibenzo[b,f]lazocinas.
La parte experimental en condiciones heterogéneas se llevdo a cabo por GC-FID,
mientras que la espectroscopia UV-Vis con andlisis quimiométrico MCR-ALS, se
usaron para examinar las condiciones de reaccion en fase homogénea e in situ. El
estudio teorico se realizd con base en las coordenadas de reaccion relacionadas con las

ciclaciones intramoleculares 7-exo-trig y 8-exo-trig, y con el reordenamiento 1,2-H.

« El estudio de la alquilacion intramolecular de la orto-alilanilina 1 en fase
heterogénea permitié determinar la influencia de condiciones como velocidad de
agitacion, concentracion y temperatura sobre la velocidad y/o el rendimiento de la
reaccion, asi como también la deteccion de las especies que intervienen, como
intermedios (orto-alilanilina 1) o isémeros (orto-alilanilina 2), que podrian ser
postuladas en la ruta mecanistica. Las k,, obtenidas pueden utilizarse como
parametros cinéticos iniciales o aproximados en la busqueda de los parametros

cinéticos verdaderos en condiciones in situ.

¢ El estudio teodrico de las coordenadas de reaccion relacionadas con las ciclaciones

intramoleculares 7-exo-trig y 8-exo-trig y con el reordenamiento 1,2-H, permitio

explicar desde el punto de vista energético la distibucion de los productos obtenidos

experimentalmente y la influencia del sustituyente en dicha distribucion, ademas de

las siguientes conclusiones:

= UHF/6-31+G(d) reproduce bien los resultados experimentales relacionados con
la velocidad y selectividad de los productos formados en las ciclaciones de las
orto-alilanilinas 1 y 2. En este caso la combinacion del método y el conjunto
base permiten obtener resultados confiables con un esfuerzo computacional
moderado y la posible extension del estudio hacia orto-alilanilinas con grupos

alquilicos ubicados sobre los anillos aromaticos. Sin embargo, el estudio
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°

relacionado con sustituyentes que posean elementos con nimeros atomicos altos,
requeriria la evaluacion de otros métodos y/o conjuntos base.

= Los factores que juegan un papel determinante en la velocidad y selectividad de
estas ciclaciones estan relacionados con la capacidad que tiene el sustituyente,
en este caso el grupo metilo, para estabilizar la conformacidn que se conecta con
el estado de transicion.

= El principio de Curtin-Hammett/Winstein-Holness permitié explicar, con base
en el equilibrio conformacional, la relacion entre los isoméros orto/para de las
dihidrodibenzo[b,e]azepinas y tetrahidrodibenzo[b,flazocinas, para la
alquilacion intramolecular de la orto-alilanilina 2.

= La alta similitud encontrada en los valores de energia de activacion para la
alquilacion intramolecular de la orfo-alilanilina 1, entre la aplicacion del
procedimiento tedrico (6—7, 13.35 kcal/mol, computacional) y el experimental
(13 £ 1 kcal/mol, GC-FID y 17 £ 2 kcal/mol, MCR-ALS), permitio6 verificar que
el estado de transicion involucrado en la etapa determinante de la velocidad de

reaccion no esta relacionado con una ruptura de enlace.

La optimizacion mediante el algoritmo MCR-ALS de los datos obtenidos en la
alquilacién intramolecular de las orfo-alilanilinas 1 y 2, en fase homogénea e in situ,
condujo a la estimacién de espectros y perfiles de concentracion, imposibles de
obtener mediante analisis tradicional UV-Vis, debido a la poca selectividad en las
caracteristicas espectrales. Ya que las ambigiliedades de intensidad y rotacion estan
presentes, se debe suponer que a pesar de las restricciones impuestas sobre el
sistema, la solucién encontrada es una entre todas las soluciones posibles. Sin
embargo, la linealidad de los pardmetros cinéticos y la adecuada correlacion con
respecto a los datos extraidos de los estudios tedricos (modelamiento molecular-
Gaussian) y en fase heterogénea (GC-FID), permitieron determinar la consistencia
de la optimizacion mediante MCR-ALS en la obtencion de los perfiles de

concentracion de la dihidrodibenzo[b,e]azepina.
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ANEXO 1 (A1)

QGraficas obtenidas en la evaluacion de la actividad antioxidante de las anilinas
usadas como conjunto de prueba.
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Figura A1l _1. Efecto de la concentracion de la anilina 33 sobre la disminuciéon de la absorbancia
DPPH con el tiempo.
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Figura A1 2. Efecto de la concentracion efectiva de la anilina 33 sobre el porcentaje de DPPH
remanente.
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Figura A1 _3. Efecto de la concentracion de la anilina 34 sobre la disminucidon de la absorbancia

DPPH con el tiempo.
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Figura A1 _S. Efecto de la concentracion de la anilina 25 sobre la disminuciéon de la absorbancia
DPPH con el tiempo.
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Figura A1 6. Efecto de la concentracion efectiva de la anilina 25 sobre el porcentaje de DPPH
remanente.
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Figura A1_7. Efecto de la concentracion de la anilina 26 sobre la disminucion de la absorbancia
DPPH con el tiempo.
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Figura Al _8. Efecto de la concentracion efectiva de la anilina 26 sobre el porcentaje de DPPH
remanente.
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Figura A1_9. Efecto de la concentracion de la anilina 33 sobre la disminucion de la absorbancia
ABTS" con el tiempo.
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Figura A1_10. Efecto de la concentracion de la anilina 33 sobre la inhibicion de ABTS™.
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Figura A1_12. Efecto de la concentracion de la anilina 34 sobre la inhibicion de ABTS™.
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Figura A1_13. Efecto de la concentracion de la anilina 25 sobre la disminucion de la absorbancia
ABTS™ con el tiempo.
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Figura A1_14. Efecto de la concentracion de la anilina 25 sobre la inhibicion de ABTS™.
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Figura A1_15. Efecto de la concentracion de la anilina 26 sobre la disminucion de la absorbancia
ABTS" con el tiempo.
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Figura A1_16. Efecto de la concentracion de la anilina 26 sobre la inhibicion de ABTS ™.
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ANEXO 2 (A2)

Descriptores tedricos utilizados en las QSAR de TEAC.
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Tabla A2_1. Valores de los 8 descriptores autoescalados escogidos para construir el modelo TEAC 1.

Anilina Descriptor
1 2 3 4 5 6 7 8
13 0.575 -0.858 -0.105 -0.221 0.916 0.052 0.310 0.906
14 0.575 -0.858 -0.105 -0.248 0.597 -0.816 0.290 0.907
15 0.575 -0.858 -0.105 -0.158 0.778 -0.670 0.388 0.907
16 0.983 -0.238 0.824 0.418 0.892 -0.571 0.429 0.473
17 0.983 -0.238 0.824 0.473 0.573 -0.781 0.284 0.474
18 0.983 -0.238 0.824 0.410 0.612 -0.752 0.375 0.474
19 -0.836 -0.858 -1.296 -1.568 0.787 0.668 0.252 0.647
20 -0.836 -0.858 -1.296 -1.614 0.418 -0.277 0.101 0.647
21 -0.836 -0.858 -1.296 -1.556 0.512 -1.167 0.165 0.647
22 -1.550 0.686 -1.020 -0.216 -1.006 1.642 -1.795 -1.287
23 -1.550 0.686 -1.020 -0.446 -1.518 1.473 -1.871 -1.287
24 -1.550 0.915 -1.020 -0.347 -1.531 1.305 -1.565 -1.287
27 0.983 -0.105 1.115 0.464 0.612 -0.708 0.993 0.473
28 1.321 0.915 2.069 0.851 0.906 0.210 1.077 0.042
29 0.244 0.667 0.742 2.297 -1.615 -0.580 0.872 -0.901
30 0.139 -0.858 -0.259 -0.430 -0.582 -0.710 0.643 0.552
31 0.602 0.019 0.604 0.586 0.310 -0.409 0.794 0.120
32 -0.808 2.935 0.515 1.305 -1.658 2.090 -1.744 -2.506

Descriptor:
1-Relative number of H atoms, 2-Wiener index, 3-Complementary Information content (order (), 4-PPSA-2 Total charge weighted PPSA, 5-PNSA-3
Atomic charge weighted PNSA, 6-Momento dipolar (Debye), T-E;uvo (Hartree), 8-Energia electronica total a OK (Hartree).

135



Tabla A2 2. Valores de los 9 componentes principales, PC (factor coordinates of cases), utilizados para construir el modelo TEAC 2.

Anilina Componente principal
PC1 PC2 PC4 PCS PC8 PC9 PC11 PC14 PC16

-3.66836 -0.47079 1.31779 0.71927 -0.06744 -0.29605 -0.00526 0.00936 -0.00422
-3.48477 -0.19040 1.54755 0.15834 0.11663 -0.28206 -0.11966 0.03610 0.00155
-3.74028 -0.41154 1.56804 0.21560 0.01570 0.32033 0.08500 -0.04162 -0.00120
-1.14967 -2.75829 1.55280 -0.26626 0.13070 0.04255 -0.16064 0.04476 0.02317
-0.97025 -2.69238 1.83617 -0.64511 0.24369 -0.11660 0.04072 -0.03801 -0.01254
-1.06245 -2.73677 1.88664 -0.67382 0.20554 0.15614 0.19837 -0.00710 -0.00681

-1.44724 4.13668 -1.90233 0.07724 -0.25441 0.21025 0.19963 0.03255 -0.00877
-1.54224 4.30370 -1.79550 -0.39328 -0.03816 -0.18323 0.12880 -0.05766 0.02118
-1.78996 4.13947 -1.89616 -0.79105 0.17771 -0.01425 -0.30858 0.02442 -0.01251
3.28161 2.65467 2.01649 0.53986 -0.15965 0.22150 -0.35244 -0.05379 -0.00040
3.59327 2.92820 2.42348 0.08651 -0.06442 -0.25442 0.07353 0.01976 -0.00063

3.25333 2.98729 2.11420 0.39548 -0.38269 0.17076 0.16949 0.03092 0.00116
-1.11833 -2.77488 -1.51828 0.50217 -0.11885 0.24254 0.21425 0.01076 0.00357
1.27858 -4.45523 -2.22622 1.67863 -0.55457 -0.29581 -0.09847 -0.01464 -0.00443

2.98891 -3.10000 -1.30007 -2.53650 -0.52479 -0.06672 -0.05093 -0.00055 -0.00011
-2.47230 1.08306 -2.19437 0.07474 0.37407 -0.27292 0.08465 -0.01111 -0.00099
-0.76764 -1.70057 -2.12814 0.45036 0.22539 0.48541 -0.18973 0.01216 0.00207

[BEERRINIRIEBRRERERISRIRIS
N=SIClRINh|WINI=|S]Io|celalan|nn i W

8.81780 -0.94222 -1.30207 0.40783 0.67554 -0.06741 0.09127 0.00369 -0.00010

Descriptores usados para PCA:

1-Number of atoms, 2-Relative number of C atoms, 3-Relative number of H atoms, 4-Number of benzene rings, S-Number of single bonds, 6-Relative
number of single bonds, T-Molecular weight, 8-Wiener index, 9-Kier&Hall index (order 0), 10-Kier shape index (order 1), 11-Complementary Information
content (order 0), 12-Information content (order 1), 13-Complementary Information content (order 1), 14-3D-Kier&Hall index (ovder (), 15-3D-Kier
shape index (order 3), 16-3D-Information content (order 0), 17-Moment of inertia A, 18-PPSA-2 Total charge weighted PPSA, 19-PNSA-1 Partial negative
surface area, 20-PNSA-2 Total charge weighted PNSA, 21-PNSA-3 Atomic charge weighted PNSA, 22-DPSA-2 Difference in CPSAs (PPSA2-PNSA2), 23-
FPSA-3 Fractional PPSA (PPSA-3/TMSA), 24-FNSA-3 Fractional PNSA (PNSA-3/TMSA), 25-Momento dipolar (Debye), 26-Eyoyo(Hartree), 27-Epyyo
(Hartree) y 28-Energia electronica total a OK (Hartree).
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Tabla A2 3. Valores de los vectores propios (eigenvector) utilizados para construir el modelo TEAC 2.

Descriptor Factor
1 2 4 5 8 9 11 14 16
1 0.091297  -0.325335  -0.018668  0.117575 0.047913 -0.076441 0.062935  -0.064516  0.047035
2 -0.220227  0.144323 -0.244817  -0.215001 0.573066  -0.047529  0.042104 0.037636  -0.087612
3 -0.152944  -0.294956  -0.049876  0.035969 0.186133 -0.152462  0.195117 0.071359 0.150329
4 0.099290  -0.172373  -0.361934  0.094069 0.095659 0.051930 0.207085 0.040391 0.031927
5 -0.002353  -0.294250  0.171177 0.028022  -0.023183  -0.153583  -0.042803  -0.116728  0.023820
6 -0.128408  -0.074308  0.331927  -0.107742  -0.133193  -0.137897  -0.179458  0.059102  -0.107032
7 0.051693 0.221162  -0.248844  -0.219941  -0.198552  0.074125 0.066528  -0.098445  -0.109811
8 0.293336  -0.076884  -0.000097  0.167054 0.134204 0.029240 0.014473 0.488418  -0.698552
9 0.102416  -0.006047  -0.251672  -0.157703  -0.090703 0.026985 0.080224  -0.129503  -0.055914
10 0.290737  -0.068929  -0.076794  0.001325  -0.045576  0.078375  -0.049711 0.000790 0.125520
11 0.014976  -0.338133  -0.069135 0.125233  -0.026485  -0.124786  0.122943 -0.193412  -0.172342
12 0.123887  -0.174739  0.321669  -0.202853  0.232643 -0.087235  0.398144 0.054824 0.070685
13 0.038380  -0.294960  -0.220370  0.269409  -0.091683  -0.053547  -0.164127  -0.147671  -0.084114
14 0.102399  -0.006003  -0.251719  -0.157535  -0.090411 0.026937 0.079878  -0.130502  -0.057340
15 0.224854 0.006191 -0.214439  0.094090 0.240437 0.150128 0.130753 -0.021240  0.176983
16 0.269223 -0.121726  0.127770 0.042518 0.211406 0.070409  -0.149337  0.246965 0.388273
17 -0.211697  0.108018  -0.171162  0.296288  -0.135061  -0.050287  0.044241 -0.137332  0.098527
18 0.135511 -0.288407  0.005897  -0.227127  -0.158734  0.127758  -0.266808  -0.150337  -0.107034
19 0.155653 0.257318  -0.208803 0.125363 0.012491 -0.285538  -0.179412  0.120506 0.004373
20 -0.262428  -0.081122  0.210403 0.016018  -0.107409  0.318570 0.185691 -0.020384  -0.138558
21 -0.247181  -0.080053  -0.054148  0.273274 0.076319 0.269747  -0.211204  0.040104 0.189819
22 0.228819  -0.188121  -0.093689  -0.185484  -0.074213  -0.048727  -0.295861  -0.108295  -0.019143
23 -0.050913  -0.230607  -0.134088  -0.243842  0.051674 0.436265 0.169153 -0.103259  -0.028453
24 -0.223521  -0.097062  -0.054484  0.309865 0.164565 0.335655  -0.271056  0.081637  -0.131649
25 0.241084 0.114190 0.101388 0.444558  -0.257595 0.028962 0.442822  -0.062078 0.034124
26 -0.212520  -0.201436  -0.171478  0.020978 0.037964  -0.508360  -0.025669  0.049044 0.027915
27 -0.209654  -0.178364  -0.245922  -0.182475  -0.448703 0.029305 0.123158 0.674621 0.201656
28 -0.299313  -0.025918  -0.055597  -0.009820  -0.015363  -0.125443 0.182827  -0.128201  -0.266245
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Tabla A2 4. Valores de los 28 descriptores moleculares autoescalados escogidos para realizar PCA del modelo TEAC 2.

Anilina Descriptor
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
13 -029 041 058 -069 020 0.81 -0.89 -0.86 -1.10 -1.21 -0.11 -0.17 -0.27 -1.10 -1.37 -0.72 093 -0.22 -093 1.06 092 -0.67 036 090 0.05 145 031 091
14 -0.29 041 058 -069 020 081 -0.89 -0.86 -1.10 -1.21 -0.11 0.17 -047 -1.10 -1.37 -0.72 1.13 -0.25 -0.83 099 0.60 -0.66 0.04 0.57 -0.82 054 029 0091
E -0.29 041 058 -069 020 0.81 -0.89 -0.86 -1.10 -1.21 -0.11 0.17 -047 -1.10 -1.37 -0.72 141 -0.16 -1.19 127 0.78 -0.72 054 0.74 -0.67 0.40 039 0091
16 0.83 -041 098 -0.69 151 149 -053 -024 029 -0.10 0.82 1.08 037 029 -0.10 042 -1.02 042 -1.06 098 0.89 -0.13 -0.01 095 -0.57 0.52 043 047
17 0.83 -041 098 -0.69 151 149 -0.53 -024 029 -0.10 0.82 142 0.17 029 -0.10 042 -1.07 047 -1.15 1.06 057 -0.12 -0.15 063 -0.78 0.39 028 047
18 0.83 -041 098 -0.69 151 149 -0.53 -024 029 -0.10 0.82 142 0.17 029 -0.10 042 -1.07 041 -131 1.19 061 -023 0.06 063 -0.75 023 038 047
19 -142 141 -0.84 -0.69 -1.12 -0.02 200 -0.86 122 -040 -130 -1.26 -097 122 060 -1.00 038 -1.57 131 -0.13 0.79 -1.17 -1.04 0.76 0.67 -0.04 0.25 0.65
20 -142 141 -0.84 -0.69 -1.12 -0.02 2.00 -0.86 122 -040 -1.30 -093 -1.17 122 060 -1.00 098 -1.61 129 -0.10 042 -1.22 -136 035 -028 -0.15 0.10 0.65
21 -142 141 -0.84 -0.69 -1.12 -0.02 2.00 -0.86 122 -040 -130 -093 -1.17 122 060 -1.00 097 -1.56 127 -0.08 0.51 -1.18 -126 047 -1.17 -027 0.17 0.65
22 -0.67 -1.08 -1.55 -0.69 -0.68 -0.31 -0.09 0.69 -0.70 0.53 -1.02 0.00 -0.82 -0.70 0.03 0.69 -1.02 -0.22 0.85 -0.77 -1.01 0.19 -0.75 -097 1.64 -1.51 -1.80 -1.29
23 -0.67 -1.08 -1.55 -0.69 -0.68 -0.31 -0.09 0.69 -0.70 0.53 -1.02 033 -1.02 -0.70 0.03 0.69 -141 -045 0.79 -0.71 -1.52 -0.02 -1.19 -1.63 147 -1.64 -1.87 -1.29
24 -0.67 -1.08 -1.55 -0.69 -0.68 -0.31 -0.09 092 -0.70 0.53 -1.02 033 -1.02 -0.70 0.03 0.69 031 -035 074 -0.59 -1.53 0.00 -0.85 -1.56 1.31 -2.17 -1.57 -1.29
27 0.83 -041 098 137 020 -0.78 -0.53 -0.11 -0.15 -0.07 1.12 -0.27 1.19 -0.15 -0.02 -043 0.05 046 -0.61 032 061 021 1.05 0.62 -071 1.08 099 047
28 196 -1.08 132 137 151 -0.02 -0.17 092 128 1.05 2.07 0.07 240 128 125 073 0.10 085 -0.06 -0.25 091 0.78 -0.02 1.04 021 092 1.08 0.04
29 0.83 -041 024 137 020 -078 -0.09 0.67 027 100 0.74 0.55 069 027 -0.04 0.66 -1.03 230 -0.50 -1.08 -1.62 231 2.04 -1.66 -0.58 0.30 0.87 -0.90
30 -0.67 162 0.14 137 -1.56 -2.03 -0.86 -0.86 -1.74 -1.17 -026 -222 051 -1.74 -129 -1.53 1.12 -043 024 -049 -0.58 -0.11 1.57 -0.88 -0.71 0.53 0.64 0.55
31 046 0.66 060 137 -024 -1.06 -0.50 0.02 -0.29 -0.07 0.60 -1.08 121 -0.29 -0.02 -023 056 0.59 -034 -0.07 031 049 123 032 -041 0.61 079 0.12
32 1.21 -141 -0.81 137 020 -125 0.66 294 151 279 052 133 069 151 265 263 -133 131 149 -2.60 -1.66 224 -026 -126 2.09 -1.19 -1.74 -2.51

1-Number of atoms, 2-Relative number of C atoms, 3-Relative number of H atoms, 4-Number of benzene rings, 5-Number of single bonds, 6-Relative
number of single bonds, T-Molecular weight, 8-Wiener index, 9-Kier&Hall index (order 0), 10-Kier shape index (order 1), 11-Complementary Information
content (order 0), 12-Information content (order 1), 13-Complementary Information content (order 1), 14-3D-Kier&Hall index (ovder (), 15-3D-Kier
shape index (order 3), 16-3D-Information content (order 0), 17-Moment of inertia A, 18-PPSA-2 Total charge weighted PPSA, 19-PNSA-1 Partial negative
surface area, 20-PNSA-2 Total charge weighted PNSA, 21-PNSA-3 Atomic charge weighted PNSA, 22-DPSA-2 Difference in CPSAs (PPSA2-PNSA2), 23-
FPSA-3 Fractional PPSA (PPSA-3/TMSA), 24-FNSA-3 Fractional PNSA (PNSA-3/TMSA), 25-Momento dipolar (Debye), 26-Eyoyo(Hartree), 27-Eryno
(Hartree) y 28-Energia electronica total a OK (Hartree).
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Tabla A2 5. Valores de los descriptores usados para elaborar el modelo TEAC 3.

Anilina Descriptor
oy PPSA-2 EE
13 129.274 118.701 -98.580
14 120.562 117.919 -98.573
15 121.728 120.501 -98.573
16 124.113 137.093 -105.218
17 128.243 138.659 -105.214
18 127.905 136.843 -105.214
19 129.479 79.941 -102.559
20 117.508 78.601 -102.554
21 118.766 80.285 -102.554
22 116.549 118.853 -132.199
23 112.414 112.208 -132.195
24 116.990 115.073 -132.201
27 108.194 138.412 -105.228
28 147.241 149.561 -111.837
29 135.025 191.174 -126.290
30 122.706 112.677 -104.007
31 132.377 141.909 -110.629
32 135.134 162.622 -150.890

Tabla A2 6. Valores de los descriptores usados para elaborar el modelo TEAC 4.

Anilina Descriptor
Uy, PPSA-2 oy, EE’ a,,’
13 129.274 118.701 16711.767 9718.034 2160396.977
14 120.562 117.919 14535.196 9716.580 1752392.281
15 121.728 120.501 14817.706 9716.659 1803729.714
16 124.113 137.093 15404.037 11070.912 1911841.216
17 128.243 138.659 16446.267 11070.038 2109118.625
18 127.905 136.843 16359.689 11070.023 2092486.025
19 129.479 79.941 16764.811 10518.278 2170691.021
20 117.508 78.601 13808.130 10517.372 1622565.748
21 118.766 80.285 14105.363 10517.378 1675237.513
22 116.549 118.853 13583.669 17476.700 1583163.085
23 112.414 112.208 12636.907 17475.561 1420565.308
24 116.990 115.073 13686.660 17477.174 1601202.365
27 108.194 138.412 11705.942 11072.847 1266512.649
28 147.241 149.561 21679.912 12507.447 3192171.935
29 135.025 191.174 18231.751 15949.264 2461742.128
30 122.706 112.677 15056.762 10817.418 1847555.091
31 132.377 141.909 17523.670 12238.817 2319730.881
32 135.134 162.622 18261.198 22767.826 2467708.725
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ANEXO 3 (A3)

Descriptores tedricos utilizados en las QSAR de ECs,.

140



Tabla A3 _1. Valores de los 12 descriptores autoescalados escogidos para realizar el modelo de EC;, 1.

Anilina Descriptor
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

-0.291 0.575 -0.687 0.195 -0.890 -0.105 -0.221 -0.932 0.355 1.451 0.310 0.906
-0.291 0.575 -0.687 0.195 -0.890 -0.105 -0.248 -0.825 0.036 0.542 0.290 0.907
-0.291 0.575 -0.687 0.195 -0.890 -0.105 -0.158 -1.192 0.544 0.398 0.388 0.907
0.833 0.983 -0.687 1.510 -0.527 0.824 0.418 -1.059 -0.010 0.518 0.429 0.473
0.833 0.983 -0.687 1.510 -0.527 0.824 0.473 -1.149 -0.150 0.393 0.284 0.474
0.833 0.983 -0.687 1.510 -0.527 0.824 0.410 -1.311 0.056 0.232 0.375 0.474
-1.415 -0.836 -0.687 -1.120 2.001 -1.296 -1.568 1.309 -1.038 -0.038 0.252 0.647
-1.415 -0.836 -0.687 -1.120 2.001 -1.296 -1.614 1.292 -1.358 -0.147 0.101 0.647
-1.415 -0.836 -0.687 -1.120 2.001 -1.296 -1.556 1.268 -1.258 -0.269 0.165 0.647
-0.666 -1.550 -0.687 -0.682 -0.089 -1.020 -0.216 0.845 -0.752 -1.513 -1.795 -1.287
-0.666 -1.550 -0.687 -0.682 -0.089 -1.020 -0.446 0.791 -1.191 -1.644 -1.871 -1.287
-0.666 -1.550 -0.687 -0.682 -0.089 -1.020 -0.347 0.735 -0.852 -2.170 -1.565 -1.287
0.833 0.983 1.374 0.195 -0.527 1.115 0.464 -0.606 1.052 1.078 0.993 0.473
1.957 1.321 1.374 1.510 -0.165 2.069 0.851 -0.059 -0.023 0919 1.077 0.042

IS ISIRAISIISIIS IS ol ol el [l [l el e
BRIRBWIREBIRIEISRIRIGIRIS

E 0.833 0.244 1.374 0.195 -0.088 0.742 2.297 -0.498 2.044 0.301 0.872 -0.901

30 -0.666 0.139 1.374 -1.559 -0.864 -0.259 -0.430 0.243 1.573 0.530 0.643 0.552

31 0.458 0.602 1.374 -0.244 -0.502 0.604 0.586 -0.339 1.229 0.609 0.794 0.120

32 1.207 -0.808 1.374 0.195 0.661 0.515 1.305 1.486 -0.256 -1.192 -1.744 -2.506
Descriptor:

1-Number of atoms, 2- Relative number of H atoms, 3- Number of benzene rings, 4- Number of single bonds, 5- Molecular weight, 6- Complementary
Information content (order 0), 7- PPSA-2 Total charge weighted PPSA, 8- PNSA-1 Partial negative surface area, 9- FPSA-3 Fractional PPSA (PPSA-
3/TMSA), 10- Egoyo(Hartree), 11- Epyyo (Hartree), 12- EE a OK (Hartree).
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Tabla A3 2. Valores de los 3 descriptores seleccionados para el modelo de ECs 2.

Anilina Descriptor
PPSA-2 EE’ EE’
13 118.701 9718.034 -958004.645
14 117.919 9716.580 -957789.719
15 120.501 9716.659 -957801.292
16 137.093 11070.912 -1164863.660
17 138.659 11070.038 -1164725.690
18 136.843 11070.023 -1164723.310
19 79.941 10518.278 -1078740.410
20 78.601 10517.372 -1078601.120
21 80.285 10517.378 -1078601.990
22 118.853 17476.700 -2310410.560
23 112.208 17475.561 -2310184.680
24 115.073 17477.174 -2310504.440
27 138.412 11072.847 -1165169.030
28 149.561 12507.447 -1398791.520
29 191.174 15949.264 -2014238.810
30 112.677 10817.418 -1125085.140
31 141.909 12238.817 -1353970.290
32 162.622 22767.826 -3435439.760

Tabla A3_3. Valores de los 2 descriptores escogidos para el modelo de Log (1/ECsy) 3.

Anilina Descriptor
PPSA-2 EE
13 118.701 -98.580
14 117.919 -98.573
15 120.501 -98.573
16 137.093 -105.218
17 138.659 -105.214
18 136.843 -105.214
19 79.941 -102.559
20 78.601 -102.554
21 80.285 -102.554
22 118.853 -132.199
23 112.208 -132.195
24 115.073 -132.201
27 138.412 -105.228
28 149.561 -111.837
29 191.174 -126.290
30 112.677 -104.007
31 141.909 -110.629
2 162.622 -150.890
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Tabla A3 4. Valores de los 3 descriptores del modelo de Log (1/ECs,) 4.

Anilina Descriptor

oy, EE’ PPSA-2}
13 129.274 9718.034 1672489.610
14 120.562 9716.580 1639649.790
15 121.728 9716.659 1749745.270
16 124.113 11070.912 2576583.750
17 128.243 11070.038 2665877.210
18 127.905 11070.023 2562528.210
19 129.479 10518.278 510867.786
20 117.508 10517.372 485608.989
21 118.766 10517.378 517484.362
22 116.549 17476.700 1678907.980
23 112.414 17475.561 1412780.650
24 116.990 17477.174 1523788.210
27 108.194 11072.847 2651665.100
28 147.241 12507.447 3345483.130
29 135.025 15949.264 6986890.870
30 122.706 10817.418 1430574.640
31 132.377 12238.817 2857805.910
¥ 135.134 22767.826 4300719.780

Tabla A3 _5. Valores de los 3 descriptores del modelo de Log (1/ECs) 5.
Anilina Descriptor

Oz PPSA-2 EE
13 129.274 118.701 -98.580
14 120.562 117.919 -98.573
15 121.728 120.501 -98.573
16 124.113 137.093 -105.218
17 128.243 138.659 -105.214
18 127.905 136.843 -105.214
19 129.479 79.941 -102.559
20 117.508 78.601 -102.554
21 118.766 80.285 -102.554
22 116.549 118.853 -132.199
23 112.414 112.208 -132.195
24 116.990 115.073 -132.201
27 108.194 138.412 -105.228
28 147.241 149.561 -111.837
29 135.025 191.174 -126.290
30 122.706 112.677 -104.007
31 132.377 141.909 -110.629
32 135.134 162.622 -150.890
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ANEXO 4 (A4)

Resultados de las sintesis de las anilinas 25, 26, 33 y 34.
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Tabla A4 1. Rendimientos de las aldiminas 35-38 y de las anilinas 25, 26, 33 y 34.

Compuesto 1D Rendimiento (%) Aspecto
Aldiminas 35 98 -
36 93 2
37 98 2
38 60 2
Anilinas 25 90 Cristales canela claro, pf 72-74 °C
26 50 Aceite amarillo oscuro
33 30 Cristales amarillo claro, pf 101-103 °C
34 50 Cristales blancos, pf 98-99 °C

—
“Rendimientos calculados con base en GC-FID. “No se realizo la anotacién respectiva.

Tabla A4 2. Sefiales caracteristicas de los espectros IR para las anilinas 25, 26, 33 y 34.

Anilina Bandas de absorcién por vibracién, cm™
Tension Tension Flexion Tension Tension Tension
N-H =C-H Ar N-H C-N C=C -C-H
25 3297 = 1604 1241 1511 2965-2835
(26) 3421 3067 1601 1224 1515 2938-2835
33 3423 3020 1611 1227 1513 2956-2842
34 3401 2968 1607 1239 1514 2941-2840
“Sefial de baja intensidad alredor de 3000 cm-'
OCH,
HO
I\|I \ R, R,
A~ N =N
35,36 37,38
R, Ry
OCH,4
HO
S Ly
F N N
2526 3334
R, R,
Rl R2
25 | -H -OCH,
26 | -OCH; H
33 |-H -OCH;
34 | -OCH, -H
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Figura A4 1. Espectro IR de la anilina 25.

Figura A4 2. Espectro IR de la anilina 26.
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Figura A4 3. Espectro IR de la anilina 33.
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Figura A4_4. Espectro IR de la anilina 34.
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Figura A4 5. Espectro de masas de la aldimimina 35 (4-Metoxifenil)-piridin-4-ilmetilenamina).
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Figura A4_6. Espectro de masas de la aldimimina 36 (2-Metoxifenil)-piridin-4-ilmetilenamina). R:
reordenamiento de hidrogeno.
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Figura A4 7. Espectro de masas de la aldimimina 37 (2-Metoxi-4-[(4-metoxifenilimino)-metil]-

fenol).
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Figura A4 8. Espectro de masas de la aldimimina 38 (2-Metoxi-4-[(2-metoxifenilimino)-metil]-

fenol).
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Figura A4_9. Espectro de masas de la anilina 25 (4-Metoxifenil)-piridin-4-ilmetil-amina).
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Figura A4_10. Espectro de masas de la anilina 26 (2-Metoxifenil)-piridin-4-ilmetilamina).

153



Scan 2335 (23-511 mind:

a6000 1P=

1Os
“aa000
azooo
a0000
zs8000
366000
3za000
3zz=000
z0000
z2s000
zZs00O0
s0
zZzao000
zZzzZ000

0
0

zZo0o000

1soo0o
53

16000
1a000
1zoo0o
10000
s000
[S1elele)
a000
zo0o0o

oa
\M\M
‘

‘ 15a

Eirde)
ol L

1eTBEB1L.D

T T T ) T
ao so 100 1zo 1ao0 160

M/ ==

— m/z 108

180

m/z 108

HO.

:\/:’NH\
mz136,123 — & Uy,
H

m/z 137, 122

-C;HNO

CsHo0,"
+ m/z 137

* ion tropilio
C15Hl7I\K:)3
m/z 259
-CgHoNO,

o+
C7HgO
m/z 108
o+
CHNO
m/z 108

-CgHgO, _ C7H9NO+ -CHj

m/z 123

-CH, NO -CH,

o+
m/z 108

m/z 123

m/z 108

-CO

CsH¢N
m/z 80
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Figura A4 12. Espectro de masas de la anilina 34 (2-Metoxi-4-[(2-metoxifenilamino)-metil]-fenol).
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Figura A4_13a. Espectro de RMN-"H de la anilina 34.
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Figura A4 13c. Expansion 2 del espectro de RMN-'H de la anilina 34.
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Figura A4_14. Espectro de RMN-"C de la anilina 34.
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ANEXO 5 (A5)

Espectros de masas obtenidos de las especies detectadas por GC-MSD, en la
alquilacion electrofilica intramolecular de las orto-alilanilinas 1 y 2.
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ANEXO 6 (A6)

Resultados de las sintesis de las orto-alilanilinas 1 y 2.
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Tabla A6 1. Rendimientos de: aldiminas 39,40; N-bencilanilinas 41,42; N-alil-N-bencilanilinas
43,44 y orto-alilanilinas 1,2.

Compuesto ID Rendimiento (%)“ Aspecto
Aldimina 39 95 Solido, amarillo
40 96 Liquido, semiviscoso, marrén
N-Bencilanilina 41 97 Liquido, semiviscoso, marron
42 95 Liquido, semiviscoso, marrén
N-Alil-N-bencilanilina 43 50 Liquido, semiviscoso, amarillo traslicido
44 59 Liquido, semiviscoso, amarillo traslucido
orto-Alilanilina 1 72 Liquido, semiviscoso, amarillo traslucido
2 70 Liquido, semiviscoso, amarillo traslicido

“Rendimientos calculados con ba;e en GC-FID

Tabla A6_2. Sefiales caracteristicas de los espectros IR para: aldiminas 39, 40; N-bencilanilinas 41,
42; N-alil-N-bencilanilinas 43, 44 y orto-alilanilinas 1, 2.

Compuesto ID Bandas de absorcién por vibracién, cm™
Tension Tension Flexion  Tension Tension

N-H =C-H Ar. N-H C=N -C-H

Aldimina 39 - 3060-3027 - 1630 2889
40 - 3059-3026 - 1628 2893-2864

N-Bencilanilina 41 3419 3053-3026 1602 - 2842

42 3420 3050-3021 1603 - 2859

N-Alil-N-bencilanilina 43 - 3061-3027 - - 2859
44 - 3026 - - 2861, 2920
orto-Alilanilina 1 3439 3065-3030 1512 - 2975, 2844
2 3439 3021 1509 - 2974, 2917
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Figura A6_2. Espectro IR de la aldimimina 40.
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Figura A6_11. Espectro de masas de la N-bencilanilina 41 (N-Bencilanilina).
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Figura A6_13. Espectro de masas de la N-alil-N-bencilanilina 43 (N-Alil-N-bencilanilina).
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Figura A6_14. Espectro de masas de la N-alil-N-bencilanilina 44 (N-Alil-(N-3-metilbencil)anilina).
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Figura A6_15. Espectro de masas de la orto-alilanilina 1 (N-(2-Alilfenil)-bencilamina).
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Figura A6_16. Espectro de masas de la orto-alilanilina 2 (N-2-Alilfenil-3-metilbencilamina).
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ANEXO 7 (A7)

Graficas cinéticas experimentales y estimadas mediante Ln ((Ce)/(Ce-Ct)) vs t,
para cada T. Seguimiento de la concentracion de dihidrodibenzo[b,e]azepina
[46a], mediante GC-FID.
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Figura A7 1. Grafica cinética Ln [(Ce)/(Ce-Ct)] vs t; H,SO4= 18 M; orto-alilanilina 1= 0.21 M T=
0°C. GC-FID. Seguimiento de dihidrodibenzo[b,e]azepina [46a].
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Figura A7 2. Grafica cinética Ln [(Ce)/(Ce-Ct)] vs t; H,SO4= 18 M; orto-alilanilina 1= 0.21 M. T=
10°C. GC-FID. Seguimiento de dihidrodibenzo[b,e]azepina [46a].
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20°C. GC-FID. Seguimiento de dihidrodibenzo[b,e]azepina [46a].
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Figura A7 4. Gréafica cinética Ln [(Ce)/(Ce-Ct)] vs t; H,SO4= 18 M; orto-alilanilina 1= 0.21 M. T=
30°C. GC-FID. Seguimiento de dihidrodibenzo[b,e]azepina [46a].
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ANEXO 8 (A8)

Graficas cinéticas experimentales de la alquilacion intramolecular de Friedel-
Crafts para las orto-alilanilinas 1 y 2, estimadas mediante MCR-ALS.
Algoritmos utilizados en MCR-ALS.
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Figura A8 1. Perfiles de concentracion a 20°C extraidos por MCR-ALS (M;). Arriba: Orto-
alilanilina 1. Abajo: Orto-alilanilina 2. (A) Orto-alilanilina; (B) tetrahidrodibenzo[b,f]azocina; (C,

intermedio) orto-propeno-bencilanilina u
dihidrodibenzo[b,e]azepina y (E) dibenzo[b,e]azepina.
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Figura A8 2. Perfiles de concentracion a 30°C extraidos por MCR-ALS (M;). Orto-alilanilina 1.
Arriba:  Orto-alilanilina 1.  Abajo:  Orto-alilanilina 2. (A)  Orto-alilanilina;
tetrahidrodibenzo[b,f]azocina; (C, intermedio) orto-propeno-bencilanilina 4 orto-isopropilhidronio-
bencilanilina; (D) dihidrodibenzo[b,e]azepina y (E) dibenzo[b,e]azepina.
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Figura A8 3. Perfiles de concentracion a 40°C extraidos por MCR-ALS (M;). Orto-alilanilina 1.
Arriba:  Orto-alilanilina 1.  Abajo:  Orfo-alilanilina 2. (A)  Orto-alilanilina; (B)
tetrahidrodibenzo[b,f]azocina; (C, intermedio) orto-propeno-bencilanilina 4 orto-isopropilhidronio-
bencilanilina; (D) dihidrodibenzo[b,e]azepina y (E) dibenzo[b,e]azepina.
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Figura A8 4. Perfiles de concentracion a 50°C extraidos por MCR-ALS (M;). Orto-alilanilina 1.

Arriba:

Orto-alilanilina

1.

Abajo:  Orto-alilanilina 2.

(A)

Orto-alilanilina;

(B)

tetrahidrodibenzo[b,f]azocina; (C, intermedio) orto-propeno-bencilanilina 0 orto-isopropilhidronio-
bencilanilina; (D) dihidrodibenzo[b,e]azepina y (E) dibenzo[b,e]azepina.
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Figura A8 5. Perfiles de concentracion a 60°C extraidos por MCR-ALS (M,). Orto-alilanilina 1.

Arriba:  Orto-alilanilina

1.

Abajo:  Orto-alilanilina 2. (A)

Orto-alilanilina;

(B)

tetrahidrodibenzo[b,f]azocina; (C, intermedio) orto-propeno-bencilanilina 4 orto-isopropilhidronio-
bencilanilina; (D) dihidrodibenzo[b,e]azepina y (E) dibenzo[b,e]azepina.
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ALGORITMO: PURE __ Roma Tauler and Anna de Juan

function [sp,imp,p]=pure(d,nr,f)

% [sp,imp]=pure(d,nr,f)

% sp purest row/column profiles

% imp indexes of purest variables

% d data matrix; nr (rank) number of pure components to search

% if d(nspectra,nwave) imp gives purest nwave => sp are conc. profiles (nr,nspectra)

% if d(nwave,nspectra) imp gives purest nspectra => sp are spectra profiles (nr,nwave)

% f percent of noise allowed respect maximum of the average spectrum given in % (i.e. 1% or 0.1%))
close all

[nrow,ncol]=size(d);

% calculation of the purity spectrum

f=1/100;
s=std(d);
m=mean(d);
lI=s.*s+m.*m,;
f=max(m)*f;
p=s./(m+1);

[mp,imp(1)]=max(p);

disp('first purest variable: ");disp(imp(1))

% calculation of the correlation matrix
% l=sqrt(m. *m+(s+f). *(s+1));

I=sqrt((s.*s+(m+f).*(m+f)));
% dl=d./(I'*ones(1,ncol));

for j=1:ncol,
dl:,j)=d(:.))/10);
end

c=(dI'*dl)./nrow;

% calculation of the weights
% first weight

w(1,)=IL/(1.*1);

p(L)=w(1,:).*p(L,:);

s(1,:y=w(1,:).*s(1,2);

figure(1)

subplot(3,1,1),plot(m)

title('unweigthed mean, std and first pure spectrum')
subplot(3,1,2),plot(s)

subplot(3,1,3),plot(p)

pause

% next weights

for i=2:nr,

for j=1:ncol,
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[dm]=wmat(c,imp,i,]);
w(i,j)=det(dm);
p(.))=p(1,))-*w(i));
s(i,j)=s(1,))-*w(i,));
end

% next purest and standard deviation spectrum

% plot(p(i,))

% plot(s(i,:))

% title('sd and purest spectrum')

figure(i)

subplot(2,1,1),plot(p(i,:))

title('next pure spectrum and std dev. spectrum')
subplot(2,1,2),plot(s(i,:))

pause

[mp(i),imp(i) [=max(p(i,:));
disp('next purest variable: ");disp(imp(i))
end

for i=1:nr,

impi=imp(i);
sp(1:nrow,i1)=d(1:nrow,impi);
end

figure(nr+1)
sp=normv2(sp');
plot(sp’)
figure(nr+2)
plot(p')

end
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ALGORITMO: ALS_Roma Tauler and Anna de Juan
function [copt,sopt,sdopt,ropt,areaopt,rtopt]=als(d,x0,nexp,nit,tolsigma,isp,csel,ssel,vclos1,vclos2);

%** Multivariate Curve Resolution (MCR) - Alternating Least Squares (ALS) *###ksdasionsdondoiontorx
%

%function [copt,sopt,sdopt,ropt,areaopt,rtopt]=als(d,x0,nexp,nit,tolsigma,isp,csel,ssel,vclos1,vclos2);

%

%  where

%

% INPUT VALUES:
%

%  d:experimental data matrix

%  xO0: initial estimates of the concentration profiles

% or of the species spectra

% nexp: number of data matrices analyzed simultaneously

%  nit: maximum number of iterations (50 is the default)

% tolsigma: convergence criterion in the difference of sd of residuals
% between iterations (0.1% is the default)

%  isp: correspondence among the species in the experiments

%  csel: matrix including the equality constraints (selective channels

% or known values) in the conc matrix

% 0 values = non-present; >0 known or selective values; 'inf or 'NaN' unknown values
%  ssel: matrix including the equality constraints (selective channels

% or known values) in the abss matrix

% 0 values = non-present; >0 known or selective values; 'inf or 'NaN' unknown values

% vclosl: vector of variable closure constants for conc profiles
% vclos2: the same as vclos2 when two closure conditions are applied

% OUTPUT VALUES:

%  copt: optimized species concentrations

%  sopt: optimized species spectra

%  ropt: residuals d - copt*sopt at the optimum

%  sdopt: standard deviation of fitting residuals at the optimum

% areaopt: areas of concentration profiles (only for quantitation)

%  rtopt: ratio of areas (only for quantitation)

%

%function [copt,sopt,sdopt,ropt,areaopt,rtopt]=als(d,x0,nexp,nit,tolsigma,isp,csel,ssel,vclos1,vclos2);
%

96*****************************************************************************

96*****************************************************************************

% other important variables

% nrow number of rows (spectra) in d

% ncol number of columns (channels, wavelengths) in d
% ils kind of initial estimate provided from efa;

% ils =1 initial estimates of concentrations;

% ils =2 initial estimates of spectra

% nsign is the total number of significant species

% nexp number of experiments simultaneously analyzed
% nspec number of species in each experiment

% ishape = 0,1,2 data structure (see below)

clc;close

disp (‘% #¥ssisrt i R R R

disp ("% MATLAB program MCR-ALS: *")

194



disp ('% multivariate curve resolution (MCR) *)

disp ("% alternating least squares (ALS) *)

disp ('% written by Roma Tauler and Anna de Juan =~ *')
disp ('% last update, December 2003 *")

disp ('% Chemometrics and Solution Equilibria group *')
disp ("% University of Barcelona *1)

disp ("% Department of Analytical Chemistry *")
disp ("% Diagonal 647, Barcelona 08028 *1)

disp ('% e-mail roma@quimio.qui.ub.es *")

disp (‘% ¥kt R R R )

% A) DATA PREPARATION AND INPUT

if nargin<2,
disp(' );disp(' );dlisp(' )sdisp(');
disp('Input arguments are lower than needed to start!!")
disp('At least two input arguments are needed")
disp('Syntax: [copt,sopt,sdopt,rtopt,ropt]=als(d,x0,nit,tolsigma,isp,msel,E,vclos);")
disp(" ");disp(' ");disp(' ");disp(" ");
return
end

[nrow,ncol]=size(d);
% check dimensions of initial estimates
[nrow2,ncol2]=size(x0);

if nrow2==nrow, nsign=ncol2; ils=1;end
if ncol2==nrow, nsign=nrow?2; x0=x0'; ils=1; end

if ncol2==ncol, nsign=nrow?2; ils=2;end
if nrow2==ncol, nsign=ncol2; x0=x0'"; ils=2; end

0/ ¥k kR kR Rk K

% PLOT THE RAW DATA

% st st st sfe sfe sfe sfe sk skeoskeoskoskoskoskoskoskok

subplot(2,1,2);plot(d);title('Columns of raw data matrix");
subplot(2,1,1);plot(d");title('Rows (spectra) of raw data matrix');

disp("****** Press any key to continue ******"):pause;

close

ifils==1,
conc=x0;
[nrow,nsign]=size(conc);
abss=conc\d;

end

if ils==2,
abss=x0;
[nsign,ncol]=size(abss);
conc=d/abss;

end

A e E LR
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% PLOT INITIAL ESTIMATIONS OF CONCENTRATION AND SPECTRA PROFILES

% st st sfe sfe she sfe sfe she sk ske sie s sk sk sk sk st she sk sk she she sk ske sk sk s sk sk sk st sk st she she sk she sk sk ske sk sk sk sk sk sk ste sk ske sk skeoskeoskoskoskoskokok sk skokok

ifils==1,

subplot(2,1,1);plot(conc);title('Initial estimates of the concentration profiles')
subplot(2,1,2);plot(abss");title('Unconstrained spectra calculated by LS (iteration 1)")
end

if ils==2,

subplot(2,1,2);plot(abss");title('Initial estimates of the spectra')
subplot(2,1,1);plot(conc);title('Unconstrained concentration profiles calculated by LS (iteration 1)")
end

disp("****** Press any key to continue ******'):nause;
close
% INITIALIZATIONS

if nargin<3,nexp=1;end
if isempty(nexp)|nexp==0,nexp=1;end
if nargin<4,nit=50;end
if isempty(nit)| nit==0,nit=50;end
if nargin<$,tolsigma=0.1;end
if isempty(tolsigma) | tolsigma==0,tolsigma=0.1;end
if nargin<6 & nexp==1,isp=ones(1,nsign);end
if nargin<6 & nexp>1,isp=ones(nexp,nsign);end
if isempty(isp) | isp==0, isp=ones(1,nsign);end
if nargin<7,csel=[];end
if nargin<§,ssel=[];end
if nargin<9,vclos1=0;end
if nargin<10,vclos2=0;end
if nargin<§,scons='n";end
if nargin<7,ccons="n';end
if nexp==1,
ncinic(nexp)=1;
ncfin(nexp)=ncol;
nrinic(nexp)=1;
nrfin(nexp)=nrow;
end
scons="y"; % all the spectra matrices the same constraints
ccons="y"; % all the concentration matrices the same constraints
niter=0;% iterations counter
idev=0;% divergence counter
idevmax=10;% maximum number of diverging iterations
answer=n"; % default answer
ineg=0;% used for non-negativity constraints
imod=0;% used for unimodality constraints
iclos0=0;% used for closure constraints
iassim=0;% used for shape constraints
datamod=99;% in three-way type of matrix augmentation (1=row,2=column)
matr=1;% one matrix
matc=1;% one matrix
vclos1n=0;% used for closure constraints
vclos2n=0;% used for closure constraints
inorm=0;% no normalizatio (when closurfe is applied)
type_csel=[]; %no equality/lower than constraints in concentrations
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type_ssel=[]; %no equality/lower than constraints in spectra

96***************************

% DEFINITION OF THE DATA SET

96***************************

totalconc(1:nsign, 1 :nexp)=ones(nsign,nexp);

% IN SIMULTANEOUS ANALYSIS OF SEVERAL SAMPLES
% ENTER NUMBER OF SPECTRA

ifnexp > 1,

disp('")

disp('CLASSIFICATION OF THREE-WAY DATA SETS'")
disp('Column-wise augmented data matrix (1)")
disp('Row-wise augmented data matrix (2)")

disp('Column- and row-wise augmented data matrix (3)")
disp(" ")

datamod = input('Define your data set ');

if datamod == 1

matr = 1;
ncinic(1)=1;
ncfin(1)=ncol;
matc = nexp;
nrinic(1)=1;

for i=1:matc,

disp(' )
disp(['C matrix, submatrix number ', num2str(i)]);
nrsol(i)=input('Enter the number of rows: ');
nrfin(1)=nrsol(1);
if i>1,
nrinic(i)=nrfin(i-1)+1;
nrfin(i)=nrinic(i)+nrsol(i)-1;
end
ncinic(i)=1;
ncfin(i)=ncol;
end
end

if datamod ==

matc = 1;
nrinic(1)=1;
nrfin(1)=nrow;
matr = nexp;
ncinic(1) = 1;

for i=1:matr,

disp('")

disp(['S matrix, submatrix number ', num2str(i)]);
ncsol(i)=input('"Enter the number of columns: ');
ncfin(1)=ncsol(1);
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if i>1, ncinic(i)=ncfin(i-1)+1;
ncfin(i)=ncinic(i)+ncsol(i)-1; end

end
end

if datamod == 3

matc = input('How many submatrices has the C matrix? ')
matr = input('How many submatrices has the S matrix? ')

if matc*matr ~= nexp
error('Warning: nr. of submatrices in C x nr. of submatrices in S should be equal to nexp")
end

nrinic(1)=1;
for i=1:matc,

disp(' )

disp(['C matrix, submatrix number ', num2str(i)]);

nrsol(i)=input('Enter the number of rows: ');

nrfin(1)=nrsol(1);

if i>1, nrinic(i)=nrfin(i-1)+1;
nrfin(i)=nrinic(i)+nrsol(i)-1; end

end
ncinic(1) = 1;
for i=1:matr,

disp(' )

disp(['S matrix, submatrix number ', num2str(i)]);

ncsol(i)=input('"Enter the number of columns: ');

ncfin(1)=ncsol(1);

if i>1, ncinic(i)=ncfin(i-1)+1;
ncfin(i)=ncinic(i)+ncsol(i)-1; end

end

end

else

% WHEN ONLY ONE EXPERIMENT IS PRESENT EVERYTHING IS CLEAR
nrsol(1)=nrow;
nrinic(1)=1;
nrfin(1)=nrsol(1);
nesp(1)=nsign;
matr = 1;
matc = 1;
isp(1,1:nsign)=ones(1,nsign);

ishape=0;

end
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disp('speciation");isp

% st st sk sfe sfe sk sfe sk sk sk ske sk sk sk sk sk sk ste sk sk skeoskoskoskosk

% INPUT TYPE OF CONSTRAINTS

9% st st sk she sfe sk sfe sk sk ske sk sk sk sk sk sk sk st ske sk skeoskoskoskosk

while answer =='n' Janswer =='N
cle

disp(' )

disp(INPUT TYPE OF CONSTRAINTS TO BE APPLIED")

disp('None (0)")

disp('Non-negativity (1)")

disp('Unimodality (2)")

disp('Closure (3)")

disp("Equality (known) / Lower than (selectivity) constraints in conc profiles (4)")
disp('Equality (known) / Lower than (selectivity) constraints in spectra profiles (5)")
disp('Shape constraints (6)")

disp('Three-way data structure constraints (7)")

disp(' )

disp('Enter a vector with the selected constraints, e.g. [1,3,5] ")

wcons = input('Enter the constraints to be applied in the optimization: ');

if matc>1
ccons = input('Do you want to apply the same constraints to all C submatrices? (y/n)",'s");
end

if matr>1
scons = input('Do you want to apply the same constraints to all S submatrices? (y/n)','s");
end

0/ ¥k kR kR Rk Rk kR Rk R

% B) SELECTION OF CONSTRAINTS

0/ ¥k kR Rk Rk Rk kR Rk R

% st sfe sfe she sfe sfe she sk ske ske s sk sk sk sk ske st ske sk skeoskeoskoskoskoskok

% NON-NEGATIVITY CONSTRAINTS

% st st st sfe sfe sfe sk sk sk ske sk sk sk sk sk ske sk sk sk skoskoskoskoskoskok

cl = find(wcons == 1);

if ~isempty(cl)

disp(' ")

ineg=input('Enter the non-negativity constraints (1=conc / 2=conc and spectra / 3=spectra ): ');
disp('")

if ineg==3|ineg ==

disp(' ")

disp('SELECTION OF THE NON-NEGATIVITY IMPLEMENTATION FOR
SPECTRA")

disp('"Warning: nnls or fonls algorithms can constrain all or none of the present species.")

disp('Constraint of some selected species is only possible with the "forced to zero"
option')

disp(' ")

ialgs=input('Enter the selected algorithm for spectra (0 = forced to zero / l =nnls /2 =
fonls) );
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if scons=="y' | nexp == 1

if ialgs ==
disp("")
nspneg=input('How many spectra should be positive? ');
if nspneg == nsign
spneg = ones(nsign, matr);
else
spnegr= input('Enter a vector with the positive spectra (e.g. sp 1 and 3 [1,0,1])

spneg = spnegr'*ones(1,matr);
end
else
spneg = ones(nsign,matr);
end
end

e )

if scons =='n

spneg=[];
for i=1:matr
disp(' )
disp(['S submatrix number ' num2str(i)])
selneg = input('Apply non-negativity? (y/n)','s");
if selneg =="y'
if ialgs ==
nspneg=input('How many spectra should be positive? ');
if nspneg == nsign
spneg(:,i) = ones(nsign,1);
else
spneg(:,i)= input('Enter a vector with the positive spectra (e.g. sp 1 and 3
[1,0,1]));
end
else
spneg(:,i) = ones(nsign,1);
end
end
if selneg =='"n'
spneg(:,i) = zeros(nsign,1);
end
end
end
end

if ineg==1|ineg ==

disp(' ")

disp('SELECTION OF THE NON-NEGATIVITY IMPLEMENTATION FOR CONC
PROFILES')

disp('"Warning: nnls or fonls algorithms can constrain all or none of the present species.")

disp('Constraint of some selected species is only possible with the "forced to zero"
option")

disp(' ")

ialg=input('Enter the selected algorithm for conc (0 = forced to zero/ 1 =nnls /2 =
fonls) ");

if ccons=="y' | nexp == 1
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[1,0,1])";

end

if ccon

cneg=(];

[1,0,1])");

end
end
else

ifialg==0
ncneg=input('How many conc profiles should be positive? ');
if ncneg == nsign
cneg = ones(matc,nsign);
else
cnegr= input('Enter a vector with the positive conc profiles (e.g. conc 1 and 3

cneg = ones(matc, 1)*cnegr;

end
else
cneg = ones(matc,nsign);
end
s=="n'
for i=1:matc
disp(' ")

disp(['C submatrix number ' num2str(i)])
seleneg = input('Apply non-negativity? (y/n)','s");
if selcneg ="y’
ifialg==10
ncneg=input('How many conc profiles should be positive? ');
if ncneg == nsign
cneg(i,:) = ones(1,nsign);
else
cneg(i,:)= input('"Enter a vector with the positive conc profiles (e.g. sp 1 and 3

end
else

cneg(i,:) = ones(1,nsign);
end
end

if selcneg =="n'

cneg(i,:) = zeros(1,nsign);
end
end

cneg=zeros(matc,nsign);
spneg = zeros(nsign,matr);

ialg = 99;
ialgs = 99;
end

9% st st st sfe sfe sfe sfe sk sk sk stesieskeosk sk sk ke skeskeskoskosk

% UNIMODALITY CONSTRAINT

% st sk sk s sk sk sfe sk sk sk skoskoskosk sk sk ke skeskeskoskosk

c2 = find(wcons == 2);

if ~isempty(c2)

disp(' ")

disp("Unimodality constraint applied to: ')
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disp(" 1 : concentration profiles')
disp(" 2 :spectra')
disp(" 3 : concentration profiles and spectra')

imod=input('Unimodal conc (1), spec(2), conc and spec (3)? ');
if imod==2|imod==3,
if nexp == 1|scons =="y' |scons =="Y"
nsmod=input('How many species are constrained to have unimodal spectra? ');

if nsmod ==nsign

spsmod=ones(1,nsign);

else

spsmod = input('Spectra with unimodal profiles, e.g. [1,0,1,..]? );
end

spsmod = ones(matr,1)*spsmod;

end

if scons =="n' |scons =='N'

spsmod =[];

for 1 =1:matr

disp(['S matrix, submatrix nr. ' num2str(i)])

nsmod=input('How many species are constrained to have unimodal spectra? ');

if nsmod==nsign,
spsmod(i,:)=ones(1,nsign);
elseif nsmod == 0
spsmod(i,:) = zeros(1,nsign);

else
spsmod(i,:)=input('Species with unimodal profiles, e.g. [0,1,..]? );
end

end

end

smod=input('Unimodal constraint tolerance for the spectra? ');
if smod==1;smod=1.0001;end

end
if imod==1|imod==3,

if nexp==1 | ccons=="y' | ccons="Y"
nmod=input('How many species are constrained to have unimodal concentration profiles? ');

if nmod==nsign,
spmod=ones(1,nsign);
else
spmod=input('Species with unimodal profiles, e.g. [0,1,..]? );
end
spmod = ones(matc,1)*spmod;
end

if ccons=="n' | ccons=='N'

spmod={];
for 1 =1:matc
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disp(['Exp. ' num2str(i)])
nmod=input('How many species are constrained to have unimodal concentration profiles? ');

if nmod==nsign,
spmod(i,:)=ones(1,nsign);

elseif nmod ==
spmod(i,:) = zeros(1,nsign);
else
spmod(i,:)=input('Species with unimodal profiles, e.g. [0,1,..]? ");
end
end
end

rmod=input('Unimodal constraint tolerance for the conc? ');
if rmod==1,rmod=1.0001;end
end

cmod=input('Unimodality implementation: vertical (0), horizontal (1), average (2)?");
end

0/ ¥k kR kR Rk ok

% CLOSURE CONSTRAINT

% st sfe st she sfe sfe she skeoskeoskeoskeosko sk sk skoskoskeosk

c3 = find(wcons == 3);

if ~isempty(c3)

disp(' ');

disp('DIRECTION OF THE CLOSURE')
disp('Closure for concentration profiles (1)")
disp('Closure for spectra (2)")

dc = input('Specify closure direction ');

O/ % sk sk kR Rk

% closure for spectra
% st sfe st sfe sfe sfe sfe sk sk skoskoskoskok skoskoskoskosk

ifdc ==

tclos1(1:matr)=zeros(1,matr);
tclos2(1:matr)=zeros(1,matr);
sclos1(1:matr,1:nsign)=zeros(matr,nsign);
sclos2(1:matr,1:nsign)=zeros(matr,nsign);
iclos(1:matr)=zeros(1,matr);
iclos1(1:matr)=zeros(1,matr);
iclos2(1:matr)=zeros(1,matr);

disp('Number of closure constants to be included')

disp(’ 0 =no closure")
disp(' 1 = one closure for the species spectra')
disp(' 2 = two closures for species spectra')

for i= 1:matr

disp(' )

disp(['S submatrix nr. ',num2str(i)])
iclos(i)=input('Number of closure constants (0/1/2)? ");

if iclos(i) ==2
disp("Warning: there should not be common species to the two closures')
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end

if iclos(i)==1 | iclos(i)==2,
if vclos1==0,
tclos1(i)=input('(first) closure constant is? ");
disp('Closure condition')
iclos1(i)=input('"Equal condition (1) or "lower or equal than" condition (2)? ');
else
iclos1(i)=1;
end
sclos1(i,:)=input(‘which species are in (first) closure [1,0,1,...]");
end

if iclos(i)==2,
if vclos2 ==0,
tclos2(i)=input('(second) closure constant is? ');
disp('Closure condition')
iclos2(i)=input('"Equal condition (1) or "lower or equal than" condition (2)");

else
iclos2(i)=1;
end
sclos2(i,:)=input('which species are in (second) closure [1,0,1,...] ");
end
end
end

%***************************

% closure for concentrations
% sk sk sk sk st sk ks sk sk sk sk skoskeosk skoskeosk sk sk sksk skok

ifdc ==

disp('Number of closure constants to be included (select for each experiment)')
disp(’ 0 =no closure')

disp(' 1 = one closure for the species concentrations')

disp(' 2 =two closures for species concentrations')

tclos1(1:matc)=zeros(1,matc);
tclos2(1:matc)=zeros(1,matc);
sclos1(1:matc,1:nsign)=zeros(matc,nsign);
sclos2(1:matc, 1:nsign)=zeros(matc,nsign);
iclos(1:matc)=zeros(1,matc);
iclos1(1:matc)=zeros(1,matc);
iclos2(1:matc)=zeros(1,matc);

for i=1:matc,
disp(' )
disp(['C submatrix nr. ',num2str(i)]),
iclos(i)=input('Number of closure constants (0/1/2)? ');

if iclos(i) ==
disp('Warning: there should not be common species to the two closures')
end

if iclos(i)==1 | iclos(i)==2,
if velos1==0,
tclos1(i)=input('(first) closure constant is? ');
disp('Closure condition')
iclos1(i)=input('Equal condition (1) or "lower or equal than" condition (2)? ');
else
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iclos1(i)=1
end
sclos1(i,:)=input('which species are in (first) closure [1,0,1,...]");

end
if iclos(i)==2,
if vclos2 ==0,
telos2(i)=input('(second) closure constant is? ')
disp('Closure condition')
iclos2(i)=input('"Equal condition (1) or "lower or equal than" condition (2)");
else
iclos2(i)=1;
end
sclos2(i,:)=input('which species are in (second) closure [1,0,1,...]");
end
end
end
end
if isempty(c3)

disp(');disp('):dlisp('")

disp('NO CLOSURE, NORMALIZATION OF THE S MATRIX (PURE SPECTRA) CAN BE
RECOMMENDED:")

disp('Types of normalization: 0 = none'),

disp(' 1 = spectra (rows) equal height')

disp(' 2 = spectra (rows) equal length ")

inorm=input('normalization 0, 1 or 2?: );

end

% st st sk s sfe s sfe sk sk sk sk sk sk sk sk st ste sk sk sk sk sk sk sk sk sk skeoko ke stk sk skoskoskoskosk

% EQUALITY CONSTRAINTS IN CONC PROFILES

0/ ¥Rk sk R R R R Rk

cons4 = find(wcons == 4);
% in input matrix csel finite values are known

if ~isempty(cons4)
if isempty(csel),
disp(' ');disp(' ");disp(" ")
disp('conc equality constraints matrix csel was not input'),
return
else
disp(');disp('):dlisp('")
disp('CONC EQUALITY (known) /LOWER THAN (selectivity) CONSTRAINTS WILL BE
APPLIED !1!I"),
type_csel=input(‘are they equality (0) or lower than (1) constraints? ');
iisel=find(finite(csel));
conc(iisel)=csel(iisel);
end
end

A s L L e L

% EQUALITY CONSTRAINTS IN SPECTRA PROFILES

A s L L e L
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cons5 = find(wcons == 5);,
% in input matrix ssel finite values are known

if ~isempty(cons5)
if isempty(ssel)
disp(' ');disp(" ");disp(" ")
disp('spectra equality constraints matrix ssel was not input'),
return
else
disp(')sdisp('):dlisp('")
disp('SPECTRA EQUALITY (known) /LOWER THAN (selectivity) CONSTRAINTS WILL BE
APPLIED "),
type_ssel=input(‘are they equality (0) or lower than (1) constraints? ');
jjsel=find(finite(ssel));
abss(jjsel)=ssel(jjsel);
end
end

% st sk sk sk sk sk sk sk sk sk skoskoskosk sk sk ke skeskeskoskosk

% SPECIFIC PROFILE SHAPE

0/ ¥Rk Rk kR Rk Rk

¢6 = find(wcons == 6);

if ~isempty(c6)

disp('Shape constraints are still being implemented")
end

% st sk sk s sk sk sk sk sk skokoskok sk sk ko skosk

% THREE-WAY STRUCTURE

% st sk sk s sk sfe sk sk sk sk okoskokosk sk sk keskosk

¢7 = find(wcons == 7);

if ~isempty(c7) | nexp > 1

disp( ";disp("")

disp('STRUCTURE OF THREE-WAY DATA SETS'")

disp('No trilinear (0)")

disp('trilinear, equal shape and synchronization (all species) (1)")

disp('trilinear without synchronization (all species), (2)")

disp('trilinear and synchronization for only some species, (3)')
ishape=input('Option selected (0/1/2/3)? ');

trildir=99;
spetric=zeros(1,nsign);
spetris=zeros(1,nsign);

if ishape==1|ishape==2|ishape==3

if datamod==3

disp("")

disp('APPLICATION OF THE TRILINEARITY CONSTRAINT")
disp('Application to C matrix (1)")

disp('Application to S matrix (2)")

disp('Application to C and S matrices (3)")

disp("")

trildir =input('Select the mode of application of the trilinearity constraint ");
end

if datamod==2
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trildir=2;

elseif datamod ==1
trildir=1;

end

end

if trildir==1trildir==3
if ishape==1|ishape==2
spetric=ones(1,nsign);

end

if ishape==3
disp(‘enter the vector of trilinear C profiles [1,0,1,..] 1=yes , 0=no ')
spetric(1,1:nsign)=input(");

end

end

if trildir==2|trildir==3
if ishape==1|ishape==
spetris=ones(1,nsign);

end
if ishape==3
disp(‘enter the vector of trilinear S profiles [1,0,1,..] 1=yes , 0=no ")
spetris(1, 1:nsign)=input(");
end
end
end

% st st sk sfe sfe sk sfe sk sk ske sk sie sk sk sk sk sk st ske sk skeoskoskoskosk

% DISPLAY GRAPHICAL RESULTS

% st sk sk s sk sfe sfe sk sk sk ok skosk sk sk sk sk skeoske sk skoskoskoskosk

gr=input('Do you want graphic output during the ALS optimization (y/n)? ','s');
if gr=="Y"| gr =='
gr:vyv;
end

% st sfe sfe she sfe sfe she she sk ske s sk sk sk sk ske st ske sk sfeoskoskoskoskoskok

% CHECKING THE INITIAL INPUT

% st st st sfe sfe sfe sk sk sk ske sk sk sk sk sk ske sk sk sk sk sk skoskoskoskok

disp(" ")
answer=input('[s all the input information correct (y/n)?','s");
if answer=='y' | answer ==Y,
answer='y";
else
answer=n';
end

% This end comes from the initial while
% skskskskek

end
0 *Fxk*

A e e

% C) REPRODUCTION OF THE ORIGINAL DATA MATRIX BY PCA

A e e
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% dn is the experimental matrix and d is the PCA reproduced matrix

disp("******* Results obtained after application of PCA to the data matrix ******");
disp('');

dn=d;

[u,s,v,d,sd]=pcarep(dn,nsign);

disp(['Data reproduction with the considered number of species has an error ',num2str(sd)]);
disp(' );disp( ):disp('");

figure;

subplot(2,1,1);plot(u*s);title('Scores matrix')

subplot(2,1,2);plot(v);title('Loadings matrix')

disp("****** Press any key to start the ALS optimization *****%*")
pause

cle
sstn=sum(sum(dn.*dn));
sst=sum(sum(d.*d));
sigma2=sqrt(sstn);

A e e e LT

% D) STARTING ALTERNATING CONSTRAINED LEAST SQUARES OPTIMIZATION

96************************************************************

while niter < nit

niter=niter+1;

96***************************************

% E) ESTIMATE CONCENTRATIONS (ALS solutions)

0/ ¥Rk Rk R R KRR Rk

conc=d/abss;

96******************************************

% CONSTRAIN APPROPRIATELY THE CONCENTRATIONS

96******************************************
96****************

% non-negativity
96****************

if ~isempty(cl)
if ineg==1|ineg==2
for i =1:matc
kinic=nrinic(i);
kfin=nrfin(i);
conc2=conc(kinic:kfin,:);
if ialg==

for k=1:nsign,

if cneg(i,k) ==1
for j=1:kfin+1-kinic,
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if conc2(j,k)<0.0,
conc2(j,k)=0.0;

end
end
end
end
end
if ialg==1
for j=kinic:kfin
if cneg(i,:) == ones(1,size(isp,2))
x=lsqnonneg(abss',d(j,:)");
conc2(j-kinic+1,:)=x";
end
end
end
if ialg==2
for j=kinic:kfin
if cneg(i,:) == ones(1,size(isp,2))
x=fnnls(abss*abss',abss*d(j,:)");
conc2(j-kinic+1,:)=x";
end
end
end

conc(kinic:kfin,:) = conc2;
end
end
end

% sk sk sk sk sk skeoskoskoskokoskok

% trilinearity
% st sk sk s s seoskoskoskoskoskok

if ishape>=1
if trildir==1|trildir==3
for j=1:nsign,
if spetric(j)==1,
[conc(:,j),t]=trilin(conc(:,j),matc,ishape);
totalconc(j,1:matc)=t;
if totalconc(j,1)>0,
rt(j,1:matc)=totalconc(j,1:matc)./totalconc(j,1);

else
rt(j,1:matc)=totalconc(j, 1 :matc);
end
end
end
end
end

% st sk sk s sfe s sk sk sk sk skeosk skeske sk ske sk sk sk skoskoskokokoskok

% zero concentration species
% sk sk sk sk sfe sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk skeoskosk sieoskok skokok skok

if matc>1
for i=1:matc,
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for j=1:nsign,
if isp(i,j)==0,
conc(nrinic(i):nrfin(i),j)=zeros(nrsol(i),1);
end
end
end
end

% st ste sfe s sk s skoskoskookok

% unimodality
% st st ste ste sfe sie sfeskeoskoskok

for i = 1:matc

kinic=nrinic(i);
kfin=nrfin(i);
conc2=conc(kinic:kfin,:);

if imod==1|imod==3,

for ii=1:nsign,
if spmod(i,ii)==1,
conc2(:,ii)=unimod(conc2(:,ii),rmod,cmod);
end
end

end

conc(kinic:kfin,:)=conc2;
end

0/ ¥k kR kR sk kR kR Rk

% EQUALITY CONSTRAINTS IN CONC

0/ ¥k Rk sk Rk kR R R

if ~isempty(cons4)
if type _csel==0,conc(iisel)=csel(iisel);end
if type csel==1
for ii=1:size(iisel),
if conc(iisel(ii))>csel(iisel(ii)),conc(iisel(ii))=csel(iisel(ii) );end
end
end
end

0/ FHEFHRE

% closure
% skskoskoskokoskskk

if ~isempty(c3)

ifdc ==
for i = 1:matc

kinic=nrinic(i);
kfin=nrfin(i);
conc2=conc(kinic:kfin,:);

210



if iclos(i)==1 | iclos(i)==2,

if tclos1(i) == 0
vclosIn=vclos1(kinic:kfin,1);

end

ificlos(i) ==2 & tclos2(i)==0
vclos2n=vclos2(kinic:kfin,1);
end

[conc2]=closure(conc2,iclos(i),sclos1(i,:),iclos1(i),tclos1(i),tclos2(i),sclos2(i,:),iclos2(i),vclos In,vclos2n);
end

conc(kinic:kfin,:)=conc2;

end

end

end

0/ ¥Rk Rk kR Rk R R Rk K

% DISPLAY CONCENTRATION PROFILES

% st st sfe she sfe she sfe she she ske sk sk sk sk sk sk sk ste sk ske sk skeoskeoskoskoskoskokokok

S

if gr=="y",
subplot(2,1,1);plot(conc);title('Concentration profiles');
end

% st sk sk s sk s sfe sk sk sk sk sk sk st st ste sk sk sk sk sk sk sk sk sk skosk sk st ste sk sk sk sk sk sk sk skoskokoskokoskokokoskosk

% QUANTITATIVE INFORMATION FOR THREE-WAY DATA SETS

% st sie sk s sfe s sfe sk sk sk sk sk sk st sk ste sk sk sk sk sk sk sk sk sk skosk sk st ste sk sk sk sk sk skoskoskoskoskoskokoskokokosksk

% recalculation of total and ratio concentrations if ishape=0 or niter=1

if ishape==0 | niter==1,
for j=1:nsign,
for inexp=1:matc,
totalconc(j,inexp)=sum(conc(nrinic(inexp):nrfin(inexp),j));
end
if totalconc(j,1)>0,
rt(j, | :matc)=totalconc(j,1:matc)./totalconc(j,1);
else
rt(j,1:matc)=totalconc(j, 1 :matc);
end
end
end

% areas under concentration profiles
area=totalconc;

9% st st sfe she sfe sfe sfe sk sk ske sk sk sk sk sk sk ste sk ske sk sk sk skoskoskoskokokok kokok

% ESTIMATE SPECTRA (ALS solution)

% st sk sk s sfe s sfe sk sk sk skosk sk sk sk sk ste sk sk sk sk skoskoskoskokoskokok keokok

abss=conc\d;
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% non-negative spectra
% st sfe st sfe sfe sfe sfe sk ske sk skoskoskosk sk ok skeskosk

if ineg ==2 |ineg==3,

for i = 1:matr

kinic = ncinic(i);

kfin = ncfin(i);

abss2 = abss(:,kinic:kfin);

if ialgs==0,
for k=1:nsign,
if spneg(k,i)=—
for j=1:kfin+1-kinic,
if abss2(k,j)<0.0,
abss2(k,j)=0.0;
end
end
end
end
end
if ialgs==1,

for j=kinic:kfin,
if spneg(:,i)== ones(size(isp,2),1)
abss2(:,j-kinic+1)=Isqnonneg(conc,d(:,j));

end
end
end
if ialgs==2,
for j=kinic:kfin,
if spneg(:,i)== ones(size(isp,2),1)
abss2(:,j-kinic+1)=fnnls(conc'*conc,conc'*d(:,j));
end
end
end
abss(:,kinic:kfin)=abss2;
end
end

% sk sk sk sk sk soskoskoskoskoskok

% trilinearity
% st sk sk s s seoskoskoskoskoskok

if ishape>=1,
if trildir==2|trildir==3
for j=1:nsign,
if spetris(j)==1,
[absst,t]=trilin(abss(j,:)',matr,ishape);
abss(j,:)=absst';
end
end
end
end
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% st sfe st sfe she she she she she ske sk sie s s sk sk sk ste sk st she sk skeoskeoskeoskoskoskosko sk sk sk skoskoskeosk

% constrain the unimodality of spectra
% st st sk sfe sfe s sfe sk sk ske sk sie s sk sk sk sk st sk sk sk sk ske sk sk skoskoskoskokokoskokokoskosk

for i = 1:matr

kinic = ncinic(i);

kfin = ncfin(i);

abss2 = abss(:,kinic:kfin);

if imod==2|imod==3,
for j=1:nsign,
if spsmod(i,j)==
dummy=unimod(abss2(j,:)',smod,cmod);
abss2(j,:)=dummy";

end
end
end
abss(:,kinic:kfin)=abss2;
end

0/ ¥k ks kR Rk Rk R R kR Rk sk

% EQUALITY CONSTRAINTS FOR SPECTRA

% st st she she sfe sfe sfe she sk ske sk s sk sk sk sk st sfe sk sk skeoskeoskoskoskoskoskoskok skoskosk

if ~isempty(cons5)
if type_ssel==0,abss(jjsel)=ssel(jjsel);end
if type_ssel==1
for jj=I1:size(jjsel),
if abss(jjsel(jj))>ssel(jjsel(jj)),abss(jjsel(jj))=ssel(jjsel(jj));end
end
end
end

% st st sfe sfe she sfe sfe she sk ske sk s sk sk sk sk st she sk she she she sk sk ske sk sk st sk sk sk sk sk ste she sk sfe sk ske sk sk stttk sk sk skeskeskeoskeoskeoskoskeokosk

% closure in spectra (in case of inverted analysis D'=SC)
% st st sfe sfe she she sfe she sk ske sk s sk sk sk sk st st sk sk she sfe sk ske sk ske sk st sk sk sk sk sk ste sk sk sfe sk ske sk sk stk sk skeoskeskeoskeoskeoskoskeokosk

if ~isempty(c3)
if de==2,

for i = l:matr

kinic = ncinic(i);

kfin = ncfin(i);

abss2 = abss(:,kinic:kfin);

if iclos(i)==1 | iclos(i)==2,

if tclos1(i) ==
vclos1n=vclos1(kinic:kfin,1);

end

if iclos(i) ==2 & tclos2(i)==0
vclos2n=vclos2(kinic:kfin,1);

end

abst = closure(abss2',iclos(i),sclos1(i,:),iclos1(i),tclos1(i),tclos2(i),sclos2(i,:),iclos2(i),vclos 1n,vclos2n);

213



abss2=abst';

end

abss(:,kinic:kfin) = abss2;
end

end

end

% st st sk s sfe sfe sfe sk sk sk ok ki sk sk ske ke seskeskoskoskoskok

% NORMALIZATION OF SPECTRA

0/ %k kst sk kR kR R Rk

% equal heighth

if inorm==1,
maxabss=max(abss');
for i=1:nsign,
abss(i,:)=abss(i,:)./maxabss(i);
end
end

% equal length
if inorm==2, abss=normv2(abss); end
% sk sk s st ske ste sk ske st sfeoske ke skeske sk skeske skeskeosk

% DISPLAY PURE SPECTRA

9% st st sk sfe sk sk sfe sk sk sk skoskeoskoskoskokok kekok

if gr==,
subplot(2,1,2);plot(abss");title("Unit spectra');
pause(1);

end

A e T

% CALCULATE RESIDUALS

% st sfe st sfe she she sfe sfe sk ske sk sie sk sk sk sk sk ste sk sk ske sk skeoskeoskoskoskoskoskokok

res=d-conc*abss;
resn=dn-conc*abss;

% st sk sk s sfe s sfe sk sk sk skoskosk sk sk sk ste sk sk sk sk skoskoskoskoskoskokokokokok

% OPTIMIZATION RESULTS

A L L

disp(" ' );disp(' ");disp([ITERATION ',num2str(niter)]);

u=sum(sum(res.*res));

un=sum(sum(resn.*resn));

disp(['Sum of squares respect PCA reprod. ="', num2str(u)]);
sigma=sqrt(u/(nrow*ncol));

sigman=sqrt(un/(nrow*ncol));

disp(['Old sigma ="', num2str(sigma?2),' ----- > New sigma ="', num2str(sigma)]);
disp(['Sigma respect experimental data ="', num2str(sigman)]);

disp('');

change=((sigma2-sigma)/sigma);

if change < 0.0,
disp("")
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disp('FITING IS NOT IMPROVING !!!")
idev=idev+1;
else,
disp('FITING IS IMPROVING !!!")
idev=0;
end

change=change*100;

disp(['Change in sigma (%) ="', num2str(change)]);
sstd(1)=sqrt(u/sst)*100;

sstd(2)=sqrt(un/sstn)*100;

disp(['Fitting error (lack of fit, lof) in % (PCA) ="', num2str(sstd(1))]);
disp(['Fitting error (lack of fit, lof) in % (exp) ="', num2str(sstd(2))]);
r2=(sstn-un)/sstn;

disp(['Percent of variance explained (r2) is ',num2str(100*r2)]);

96*************************************************************

% If change is positive, the optimization is working correctly
96*************************************************************

if change>0 | niter==1,

sigma2=sigma,;
copt=conc;
sopt=abss;
sdopt=sstd;
ropt=res;
rtopt=rt’;
itopt=niter;

areaopt=area,
r2opt=r2;

end

A T e LS e

% test for convergence within maximum number of iterations allowed
96******************************************************************

if abs(change) < tolsigma,
% finish the iterative optimization because convergence is achieved

disp(" ");disp(' ");
disp('CONVERGENCE IS ACHIEVED !!!!")
disp(' )
disp(['Fitting error (lack of fit, lof) in % at the optimum ="', num2str(sdopt(1,1)),'(PCA) ',
num2str(sdopt(1,2)), '(exp)']);
disp(['Percent of variance explained (r2)at the optimum is ',num2str(100*r2opt)]);
disp('Relative species conc. areas respect matrix (sample) 1at the optimum'),disp(rtopt’)
disp(['Plots are at optimum in the iteration ', num2str(itopt)]);
subplot(2,1,1);plot(copt);title('conc profile in optimal iteration');
subplot(2,1,2);plot(sopt');title('pure spectra in optimal iteration');
return % Ist return (end of the optimization, convergence)
end

% finish the iterative optimization if divergence occurs 20 times consecutively

ifidev > 20,
disp(' ");disp(' ");
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disp('FIT NOT IMPROVING FOR 20 TMES CONSECUTIVELY (DIVERGENCE?), STOP!!!")

disp(' ")

disp(['Fitting error (lack of fit, lof) in % at the optimum ="', num2str(sdopt(1,1)),'(PCA) ",
num2str(sdopt(1,2)), '(exp)']);

disp(['Percent of variance explained (r2)at the optimum is ',num2str(100*r2opt)]);

disp('Relative species conc. areas respect matrix (sample) 1 at the optimum'),disp(rtopt)

disp(['Plots are at optimum in the iteration ', num2str(itopt)]);

subplot(2,1,1);plot(copt);title('conc profile in optimal iteration');

subplot(2,1,2);plot(sopt');title("pure spectra in optimal iteration');

return % 2nd return (end of optimization, divergence)

end
% this end refers to number of iterations initially proposed exceeded
end

% finish the iterative optimization if maximum number of allowed iterations is exceeded

disp(' ");disp(' ");

disp(NUMBER OF ITERATIONS EXCEEDED THE ALLOWED!")

disp(' )

disp(['Fitting error (lack of fit, lof) in % at the optimum =", num2str(sdopt(1,1)),'(PCA) ',
num2str(sdopt(1,2)), '(exp)']);

disp(['Percent of variance explained (r2)at the optimum is ',;num2str(100*r2opt)]);
disp('Relative species conc. areas respect matrix (sample) 1 at the optimum'),disp(rtopt)
disp(['Plots are at optimum in the iteration ', num2str(itopt)]);
subplot(2,1,1);plot(copt);title('conc profile in optimal iteration');
subplot(2,1,2);plot(sopt');title('pure spectra in optimal iteration');

return % 3rd return (end of optimization, number of iterations exceeded)
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ALGORITMO: MAESTRO _Ivan Ordoénez

function Maestro

%fjakdjfjadjfiil

KO0=[1.0e-3 2.0e-2 1.0e-2 1.0e-3];

MO=[0 0 0 0.000448];
%ArchivoDatos="copt_geop3 20a 5nr';%'copt_geop3 20a Snr';
ArchivoDatos="prueba.mat';%'copt_geop3 20a 5nr';

load(ArchivoDatos,'copt','tr")

TiempoFinal=tr(end);

opciones=optimset('display','iter');
[K,ErrorK,Bandera]=fminsearch('CalcularError',K0,opciones,ArchivoDatos,M0, TiempoFinal);
%][K,ErrorK,Bandera]=fmincon('CalcularError',K0,[1,[].[1,[1,[].[], Restric',opciones,ArchivoDatos,MO0, Tie
mpoFinal);

%[ K,ErrorK,Bandera]=fzero('CalcularError',K0,opciones,ArchivoDatos,M0, TiempoFinal);

if Bandera<1
msgbox('No dio')
end %if

%Iload(ArchivoDatos,'copt','tr'")
[t,M]=ResolverEcDiferenciales(K,M0,TiempoFinal);
save MisResultados.mat K t M ErrorK Bandera

for i=1:size(copt,2)
subplot(2,3,1)
plot(t, M(:,i),'r")
hold on
plot(tr,copt(:,i),'b")
title(['conc.',int2str(i)])
legend(['conc.',int2str(i)],'Exp")
end %for i

ALGORITMO: CALCULAR ERROR_ Ivan Ordénez

function ErrorBalances=CalcularError(K0,ArchivoDatos,M0,TiempoFinal)
MO=[0 0 0 0.000448];

load(ArchivoDatos,'copt','tr'")

[t, M]=ResolverEcDiferenciales(K0,MO0, TiempoFinal);

coptM=zeros(size(copt));

for i=1:size(coptM,2)
coptM(:,1)=interp1(t,M(:,i),tr);

end %for i

ErrorBalances=sqrt(sum(sum((coptM-copt).*2))/(sum(sum(copt.*2))))*100;

IndMNegativas=find(coptM(:)<0);

if ~isempty(IndMNegativas)
Penal=sum(abs(coptM(IndMNegativas)))*1000;
ErrorBalances=ErrorBalances+Penal;

end %if
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ALGORITMO: RESOLVER ECUACIONES DIFERENCIALES _ Ivin Orddnez

function [t,M]=ResolverEcDiferenciales(K,M0, TiempoFinal)
tspan=[0 TiempoFinal];

odefun=@ZEcuacionesDiferenciales;
[t,M]=0de23(odefun,tspan,MO,[],K);

ALGORITMO: ECUACIONES DIFERENCIALES _Ivan Ordonez

function DMDT = EcuacionesDiferenciales(t,M,K)
A=M(1);

E=M(2);

L=M(3);

H=M(4);

%J=M(5);

K1=K(1);
K3=K(2);
K5=K(3);
K8=K(4);
%K9=K(5);
%K 11=K(6);
%K 12=K(7);

%[t*100,A]

DADT=K1*(0.1-A);
DEDT=K3*(0.0000000031113-E);
DLDT=K5*(0.0000000031113-L);
DHDT=-K8*(H);
%DIDT=K9%(0.283-J)-K 11*(0.283-H);

DMDT(1)=DADT;
DMDT(2)=DEDT;
DMDT(3)=DLDT;
DMDT(4)=DHDT;
%DMDT(5)=DIDT;

DMDT=DMDT";
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