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l. Introducción 

La hidrólisis de los ésteres fosfato ha llamado mucha atención en los últimos. años 

debido a su gran importancia en los procesos biológIcos.O) Por ~emplo,·los monoésteres 

fosfato son los modificadores covalentes más comunes en procesos metabólicos que 

incluyen la fosforilación y la defosforilacióntalescomo la respiración, la glucólisis, la 

gluconeogénesis, la transmisión del impulso nervioso, etc52
) Por otro lado 10$ tri ésteres 

fosfato son tóxicos en su mayoría y se han utilizado como pesticidas y armas químicas (el 

gas soman una DLso=O.l mglkg). El tratamiento de estos compuestos, sin crear 

otros deSechos tóxicos, es muy importante para eliminar . las grandes cantidades 

almacenadas deeHos. 

Recientemente, la hidrólisis de los di ésteres fosfato que forman parte de la 

estructura de! ADN y el ARN (Fig. 1.1), ha despertado un gran interés, prindpalmente 

debido a los avances de la ingeniería genética en las últimas décadas: hoy la hidrólisis 

eficiente y selectiva de estos enlaces es un problema de. gran importancia. 

sabe que los diésteres fosfato son muy estables hacia la hidrólisis. Por ejemplo, 

el tiempo de vida media del ADN a 25° e es alrededor de 200 millones de años tanto 

que para el ARNen las mismas condiciones es cercano a 100 años. (3) 
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Figura 1.1 ADN Y ARN. El tiempo de vida media de ARN es significativamente menor 

debido a la presencia del grupo 2'-hidroxi en la ribosa. 
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En la natura1ez~ la hidrólisÍsde los fosfodiésteres se lleva a cabo porcíertas 

enzimas especiales: las fosfatasas y lasnucleasas. Las nucIeasas son enzimas cuyo centro 

activo tiene aminoácidos polares y uno o varios iones metálicos. En algunos casos el 

aumento de la rapidez de la reacción llega a ser hasta 1016 veces. La gran eficiencia de 

estas enzimas se debe a la perfecta cooperación entre los grupos funcionales en sus sitios 

actí vos. (3) 

Sin embargo, las enzimas de este tipo son específicas sólo para unas cuantas 

secuencias de nucleótidos, lo que limita su uso en ingenieria genética. 

¿Qué ventajastendria unanucleasa sintética? Se podrían hacer diversos cortes de 

las cadenas de ADN lo que ayudarla a los proyectos geonómicos que en la actualidad 

dependen de las nucleasas naturales. Sepodrian reconocer y eliminar 10sADN malignos, 

por ejemplo, los de un virus, o las secuencias responsables de diferentes tipos de. cáncer. 

Otra aplicación seria la caracterización de las estructuras espaciales de ácidos nucléicos. 

Por ahora, para las caracterizaciones de este tipo se requieren las técnicas de R1vlN y 

difraccÍónde rayos X. En el caso deRMN la técnicaes muy poco sensible, por 10 cual se 

necesitan grandes cantidades de muestra y tiempos prolongados de adquisición de datos. 

La difracción de rayos X utiliza muestras cristalinas y es muy dificil obtener cristales 

adecuados de ADN. En cambio, las nucleasas artificiales podrian ser creadas para 

reconocer conformaciones específicas de estas moléculas, tales como cruces, regiones de 

una sola cadena; espiral izquierda, etc. Fínalmente,estudios en lasnucleasas artificiales 

podrían ayudar a la mejor comprensión de los mecanismos de las hidro lasas naturales, en 

particular del papel que juegan en éstas los iones metálicos. 

Es importante resaltar que el medio que rodea el ion metálico en los centros 

activos de las enzimas es polar con bajo contenido de agua. Por otra parte, la hidrólisis de 

los diésteres fosfato se lleva a cabo por un mecanismo concertado, (4) que es favorecido 

en disolventes polares apróticos, tales como DMSO o DMF. Por lo cual. utilizando un 

medio como DMSO acuoso, podríamos acelerar esta reacción. Además, utilizando iones 

metalicos en estas condiciones es próbable crear un sistema que actúe de manera 

parecida a las enzimas hidrolíticas. 
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2. Antecedentes 

2.1 Hidrólisis de los diésteres fosfato 

2.1.1 Mecanismo general de la hidrólisis de los diésteresfosfato. 

La hidrólisis de los diésteres fosfato involucra el mecanismo concertado de 

. sustitución-eliminacíón, donde el intermediario formado tiene una geometría de 

bipirámide trigonal con los grupos entrante y saliente en las posiciones axiales. (4) 

Debido a la gran. estabilidad de los ésteres fosfato, hay muy pocas especies 

cllpacesde nevar a cabo eficientemente el ataque nudeofilico a este sustrato. 

cur:OH2 
RO ~ 

RO-' -p-' OR -'-:---...,...... QP-' -O:" 

I O:" I 
O" OH 

O 

-OK 11 
----l ...... ":O-P--OR 

1 
O:" 

Figura 2.1 Mecanismo general de hidrólisÍsde unfosfodiéster (4) 

La hidróiisis de diésteres fosfato puede ser acelerada tanto en medio ácido como 

en medio básico. En medio ácido, ocurre a una catálisis especifica, donde la protonación 

del sustrato facilita el ataque nuc1eofílico. En medio básico elnudeófilo es el ión 

hidróxido (HO') en vez del agua. Este nuc!eófilo es muy fuerte y la rapidez de la reacción 

crece linealmente al aumentar la concentración de hidroxído en la disolución 

observándose un gran efecto catalítico. 



2. Antecedentes 

Tabla 2.1 Velocidad de hidrólisis acuosa y alcalina y el pK. de algunos grupos 

salientes para fosfodiésteres comunes. 

Ester pI<.. khyd [s' ], 1 khyd [s' M' j, Ref. 

agua 10QoC I [OH"] 25°C 

Bis-(2,4-dinitrofenil) fosfato 4.07 1.55xlO,4 
I 

4 
i 

Bis-( 4-cl.oro-2-nitrofenil) fosfato 1 6.36 4.08x10,1 4 

Bi8-( 4-nitrofenil)fosfato 7.15 6.3 x lO-8 ! 5.83 X 10-6 4 

Bis-(2-nitrofenil)f.osfato 7.23 5.62xlO-8 4 

Bis-(3-nitrofeníl)fosfato 8.35 5.03x10·9 4 

i Muy lenta 
7x 10.6 (75 0 C) Difenil fosfato 9.99 • para medirse 6 

I 

! 
ADN - s lx10·16 i ~ 1)(10-12 7 

ARN - 2xl0·11 7 

5 

La velocidad de hidrplisis de l.os fosfodiésteres. con distintos sustituyen tes 

depende del pKa del grupo saliente disminuyendo para los grupos mas básicos. 

2.1.2 Efecto de iones metálicos. 

Se han probado numerosos iones metálicos como catalizadores de la hidrólisis de 

diéstercs fosfato. Se ha descubierto que de ellos pueden poseer una actividad 

catalítica considerable y se han encontrado los mecanismos mediante los cuales se lleva a 

cabo la 5.7-9) 
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Los mejores catalizadores son aquellos iones metálicos que son ácidos de Lewis 

fuertes, lo que les permite activar los enlaces de los esteresfosfato vía lapolarización o la 

neutralización de la carga del sustrato, y tambíén por disminuir el pKa de las moléculas 

de agua coordinadas al metal, generando de esta manera al nucIeúfilo OH". 

Al estudiar diferentes sistemas, se han propuesto varios mecanismos cataHticos 

posibles para los iones metálicos en medio acuoso (5) como se muestra en la Fig. 2.2. En 

el primer mecanismo propuesto el metal actúa como un ácido Lewisy activa el enlace del 

éster. En el segundo .caso el metal se cbordina con el grupo saliente, disminuyendo de 

esta manera su basicidad. En el tercero, al polarizar al agua el metal hace que disminuya 

su pKa Y por lo tanto se genera elnucle6filo a un menor pH. En el cuarto mecanismo, el 

metal se coordina con el sustrato y el nuc!eófilo dejando a ambos en posición cis, 10 

suficientemente cerca para que ocurra la reacción. En menor proporción, el metal 

coordinado al oxígeno puede participar en la .catálisis ácida. o básica general de la 

hidrólisis al participar el I-hO u OK coordinados respectivamente, mecanismos 5 y 6. 

o Ho:-,H 
p." 

RO-- \ 'j/IIOHR 

0-

1. 2. 3. 

5. 6. 

Figura 2.2 Mecanismos propuestos de la hidrólisis de diésteres fosfato con iones 

metálicos 

4. 
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Se espera que en el caso de los sistemas que incluyen dos metales, el efecto 

catalítico es mayor, Fig. 2.3. Los mecanismos en los cuales participan los dos iones 

metálicos pueden incluir una doble activación del éster por ambos ácidos de Lewis, y las 

combinaciones de la activación del éster por un metal con la coordinacipnya sea del 

nucleófiloo el grupo saliente por el otro metaL 

RO ..... ·· :\",OR 
~ ... \~ 

P~ ':Off 
~9 
! - : 
I Mn+ 
MO+ 

o 
RO,g 

/C~:OH-'0 . 9R 
, . . , 
Mn+ 

Figura 2.3 Mecanismos de hidrólisis catalítica de diésteres fosfato en presencia de dos 

iones metálicos 

Tradicionalmente se han utilizado los iones' Y Cu2
+ que son ácidos de Lewis 

fuerte'S", tienenuna química de coordinación bien conocida y se encuentran an1plíamente 

distribuidos en los sistemas biológicos. También se han realizado estudios con otros 

metales de transición como C02
+, Mn2

+, 
{S} 

Los iones lantánídos han mostrado la mayor actividad hidro lítica conocida hasta 

la fecha.(9) Lamentablemente, los mecanismos de reacción quejos involucran son 

dificiles de esclarecer debido a las dificultades para obtener complejos estables. Los 

metalesa,Icalinotérreos, que son el tema del presente trabajo también se han utilizado con 

este propósito. Algunos trabajos se citarán más adelante. 

En la mayoría de los trabajos de este tipo, los iones metálicos se encuentran 

coordinados a diversos ligantes. Esta coordinación puede cambiar su acidez de Lewis, 

estabilizarlos en disolución o permitir que se generen nucleófilos suficientemente 

reactivos. 

Debido a que la mayoría de las enzimas hidrolíticastieneniones metálicos en su 

sitio activo, los sistemas artificiales con iones metálicos que simulan el centro activo de 

una enzima han despertado mucho interés. 
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2.1.3 Mecanismo de hidrólisis en enzimas naturales. 

Los diésteres .fosfato son muy poco reactivos, sin embargo una célula viva 

necesita llevar a cabo la hidrólisis en tiempos razonables desde el punto· de vista 

biológico. Una hidrólisis rápida es indispensable en los casos de reparación del ADN, 

de fragmentos de ADN viejos o recibidos como alimentación, eliminación de 

etc. Todo esto es posible a las enzimas hidroliticas. 

Se han aislado y descrito numerosas enzimas de este tipo; casi todas ellas 

contienen uno o varios iones metálicos (los más comunes son Ca2+, Zn2
+, 

Mg2
.(S) rodeados por aminoácidos polares, ver tabla 2.2. 

Tabla 2.2 Iones metálicos y aminoácidos presentes en los sitios activos de las 

nucleasas naturales. 

Enzima Metal Grupo funcional (papel catálitico) 1 Ref. 

Nucleasa de estafilococo Ca2+ 2i\rg-guanidinio (ácido) (3) 
Glu-carboxilato (base) 

Nueleasa SI Zn2+ Lis-amonio (ácido) (3) 
Glu-carboxilato (nudeófilo) 

Fosfatasa alcalina 2Zn2+y Mli- 2Arg-guanidinio (ácido) (Ea) 
! Ser-alcohol (nucleofilo ) ~ 
, 

Fosfatasa Purpura Zn2+y Fe3+ His-imidazolium (ácido) (8a) 

(3) 
Fosfatasa de proteína 1 Zn2+y Fé+ His-imidazoliurn (ácido) 

El mecanismo de acción de una enzima incluye una cooperación perfecta entre el 

metal y los Iigantes. Uno de los mecanismos conocidos es el de la hidrólisis llevada acabo 

por la nucleasa de estafilococo que es una enzima digestiva que no puede hidrólisar 

selectivamente una secuencia de nuc\eótidos, sin embargo, aumenta la rapidez de 
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hidrólisis del ADN 1016 veces; este es el mayor aumento catalítico conocido para este 

tipo de reacciones5 tO
) Esta enzima tiene sólo un metal ensusitio activo, el ión C~2~,La 

enorme eficiencia que presenta la nuc1easa de estafilococo se logra debido a la 

cooperación entre el ion ci+ y los aminoácidos polares del sitio activo. 

Glu 

Figura 2.4 Mecanismo propuesto para reacción de Nucleasa de Estafilococo. {I~) 

Como podernos observar en la figura 2,4 hay varias interacciones simultáneas: el 

Ion neuqaliza la carga negativa del fosfato, mientras el agua coordinada al metal (en 

posición cis respecto al sustrato} actúa como nucleofilo que ataca al átomo de fósforo; los 

aminoácidos de la enzima que se encuentran en el sitíoactivo ayudan a estabili~ la 

geometría del estado de transición del fosfato que es una bipirámide trigonal. 

En la mayoría de los sistemas artificiales se trata de simular de alguna manera el 

funcionamiento de una enzima. Así pues, además del sitio activo, es deseable simular su 

entorno protéico, polar y con bajo contenido acuoso. Una de formas más sencillas de 

hacerlo es usar un medio diferente al agua, por ejemplo, disolventes polares apróticos. 

2"2 Efecto del disolvente sobre la rapidez de una reacción-

2. 2.1 Consideraciones generales 
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El disolvente puede diferentes efectos sobre las reacciones qüímicas. Así, 

las reacciones bimoleculares de sustitución o adición que incluyen· aniones como 

reactivos a veces son mucho más rápidas en disolventes dipolares apróticos que en agua, 

mientras que las reacciones que implican reacomodos o disociaciones pueden ser más 

rápidos en agua y la velocidad de los procesos redo'X prácticamente no depende del 

disolvente empleado. (11) 

Los disolventes dipolares apróticos son disolventes. cuya constante de 

pennitividad C!C'\"'UII. .. <t (D) es mayor que 15. Además son donadores pobres de enlace de 

hidrogeno* y ácidos de Lewis muy débiles. Ejemplos de este tipo de disolventes son 

DMSOyDMF. 

El cambio de disolvente afecta la energía libre de un so luto al modificar su 

potencial quimico(Jl). El potencial químico de una especie í en un disolvente dado S 

cambiará de acuerdo a su coeficiente de actividad, Üy\ que representa la diferencia de 

energía al transferir un compuesto de un disolvente de reverenCIa. O, al disolvente en 

cuestión, S (ecuación 2.1) a temperatura y concentración constantes 

(2.1) 

El cambio de la velocidad de la reacción al \"'aJlHU'l'" el disolvente uejJer¡oe de la 

diferencia entre los potenciales qltírnícos de las especies en ambos me.dios. Si estamos 

describiegdo dos procesos isoténnicos iguales en disolventes diferentes, por ejemplo una 

reacción de ~ustitución nucIeofilica, la diferencia en témlinos de las constantes de 

velocidad expresarse mediante la ecuación 2.2. 

* En esta tesis se llaman donadores de cnlaces de hidrógeno a las moléculas que 

ceden parcialmente un protón para fomlar enlaces de hidrógeno. De la misma manera, los 

acepto res de enlace de hidrógeno son las moléculas que ceden un par electrónico al 

protón para fomlar el enlace. 
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(2.2) 

donde y- es elnucleófilo aniónico, RX el sustrato y YRX¡iel estado de transición. 

El val~r de 0yS; puede medirse usando varias técnicas: cambio de potencial 

eléctrico durante la transferencia, cambio de solubilidad, etc. (12) 

Además de los datos que podemos encontrar en tablas para distintos iones (la 

tabla 2.3 presenta para algunos cationes), el valor \ puede calcularse para 

estimar el posible efecto del nuevo disolvente en el cambio. de velocidad de reacción a 

partir de varías suposiciones simples que discutiremos más adelante. Sin embargo, hay 

que considerar que al pasar de un dí solvente al otro la geometría de una especie puede 

verse afectada por la estructura intema del disolvente. También hay que tener en cuenta 

que en las reacciones de el agua, que es el disolvente., participa en la reacción y 

sí hay un cambio por otro disolvente, se uno de los reactivos. Enambos casos los 

cambios de rapidez de las reacciones se. debe a los can1bios en los mecanismos, por lo 

cual no pueden ser explicados simplemente en ténninos de cambio de 0ys¡< 

Para predecir el decto del disolvente sobre una reacción en particular, hay que 

saber cómo se ven afectados por el cambio los potenciales químicos de díferentes 

especies:. cationes, aniones y no electrolitos. Las interacciones principales entre el soluto 

y el disolvente involucran entre otras, interacciones electrostáticas (por ejemplo, dipolo­

dipolo), Jos puentes de hidrógeno, las fuerzas de dispersjón y los gastos energéticos 

involucrados para cambiar la estructura interna del disolvente. 

Las interacciones electrostáticas dependen. de la pennisívidad eléctrica del 

disolvente. Las interacciones débiles dependerán de la polarizabilidad del disolvente. La 

posibilidad de fom1ar puentes de hid¡;ógeno· puede ser detennil1ada a partir de la 

estructura molecular del disolvente. La última propiedad, la estructura de disolvente es 

detennina.da por las interacciones entre las moléculas del disolvente y se estima a partir 

de la constante de Trouto.n (parámetro de desviación del comportamiento idea! para el 

cambio de presión de de un líquido al aumentar la temperatura).Il~J 
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Tabla 2.3 Coeficientes de actividad para la transferencia de 

algunos iones metálicos de agua a DMSO recalculados a partir 

de valores de energía libre de transferencia. (Tomado de Ref. 

12 para metales alcalinos y Ref. 13 para metales 

alcalinotérreos) 

Ion LogaguaylJM~ui 

Na+ -1l.80 

K+ -11.33 

Li+ -16.07 

Ir' -18.02 

Mg2+ -5.25 

Sr2+ -5.65 

Ba2+ -10.13 

1.1.1 La solvatación de ItO electrolitos. nl) 

12 

El disolvente de referencia más común para disoluciones de no electro lito s es el 

metano!. Los solutos polares que no pueden formar enlaces de hidrógeno son más 

solubles en disolventes polares aprótícos. Los factores que más afectan la solvatación en 

este caso son: las fuerzas de dispersión, las interacciones dipolo-dipolo y los cambios en 

la estructura del disolvente. Los donadores de enlace de hidro geno son más solubles en 

disolventes básicos 
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Para solutos grandesláestructura interna del disolvente tiene una gran 

importancia. Así, para la solvatacíón de xenón enagua o en DMSO puros, la diferencia 

observada en los coeficientes de activídali es muy pequeña a pesar de que el agua es un 

disolvente prótÍco que funciona como donador y aceptar enlace de hidrógeno y el DMSO 

es un disolvente aptótico muy básico. Sin embargo, los mecanismos de sQ!vatación son 

diferentes. 

La actividad del soluto en el caso de no electrolitos puede determinarse a partir de 

los datos de solubilidad. Por ejemplo, si un sólido Atiene una solubilidad SO en el 

disolvente de referencia que cambia a SS en el disolvente de interés, dado que al transferír 

el compuesto de un disolvente a otro lo único que cambia es el coeficiente de actividad 

del soluto, obtenemos la siguiente expresión (ecuación 2.3): 

2.2.3 La solvatacion de electrolitos. (JI) 

Para los iones esféricos en disolventes polares es válida la ecuación de Bom, 

","LH''",''J!! 2.5. (15) 

en donde N es el numero de partículas, Z es la carga de la partícula, e es la del 

electrón, R la constante de gases, T la temperatura en. r el tamaño iónieo. y e¡ son las 

permisividades e.léctricas del disolvente problema y del disolvente de referencia 

respeétivamente. 

En el caso de los electrolítos es imposible determinar la actividad de cada ion por 

separado ya que siempre está presente el contraión correspondiente. N0ll11almente en 

estos casos se utilizar varias suposiciones extrateml0dinámicas. 11 que ser 

muy útiles para estimar el canlbío decoefidente de actividad. Las suposiciones 

extratermodinámicas son: 
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.:. Un catión y un anión simétricos grandes con carga muy dispersa de tamaño y 

forma parecidos tienen el mismo número de moléculas del disolvente alrededor 

de cada Ión. La interacción electrostática es pequeña y depende sólo de la 

constante dieléctrica del disolvente. La actividad .del disolvente para el catión y 

el anión es la misma. 

+:. Para un ion grande con carga dispersa el coeficiente de actividad para dos 

disolventes de constante de permeabilidad parecida es semejante yse calcula 

con la ecuación Bom . 

• :. Los iones grandes con carga dispersa tienen un coeficiente· de actividad cercano 

a uno. 

Utilizando estas reglas se puede predecir el comportamiento de los coeficientes de 

actividad en los casos cuando estos no pueden ser medidos directamente. Así, el estado 

de t¡ansición de una reacción puede ser representado como un ion grande con carga 

dispersa y ser tratado.de manera similar. 

En los disolventes próticos, los aniones pequeños que no tienen sustítuyentes 

atrayentes de electrones son aceptares de enlace de hidrógeno muy por 10 cual. 

están más solvatados. Por otro lado, los aniones grandes con carga dispersa (como 

podemos considerar al estado de transición YRX *)son aceptoresdébiles lo que 

disminuye su so!vatación en estos disolventes. 

Lcsdis01ventes dípolares apróticos son mucho más polarizables que los 

disolventes pr6ticos, por lo cual los aniones polarizables pueden .estar más solvatados en 

estos disolventes. Esto es aplicable a muchos estados de transición aniónicos. Los aniones 

pequeños se desestabilizan en disolventes dipolares apróticos. 

Los aniones grandes a veces están mucho menos solvatados por disolventes con 

alto grado de estructura intermolecular que en disolventes con poca estructura interna, 

debido a un gasto de extra necesario para romper ·Ia estructura del disolvente y 

orientarlo de manera diferente alrededor de las moléculas del soluto. 
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Los aniones grandes y polarizables pueden ser solvatados más eficientemente en 

disolventes dípolares, sin embargo, en los disolventes con gran estructura intermolecular 

se desestabilizan aún más. 

Los cationes .el1 general SOI1 más pequeños y menos polarizables que los aniones y 

nü pueden ser aceptores de enlaces de hidrógeno. Los cationes donadmes de enlaces de 

SOI1 más solubles en disolventes básicos. Su solvatación en disolventes 

dipolares apróÜcos eS mejor que en próticos. Mientras más grandes son los catiQnes, 

menos solvatados en disolvelntes con estructura interna. 

2.2 •• So[vataciólI de estado de transición. 

El valor del de actividad para el estado de transición de una reacción 

del mecanismo de reacción, de los grupos entrante y saliente y del efecto 

estéJ1CO que ellos 

Si consideramos la sustitución nucleofilica sobre el e, tenemos una reacción 

parecida a la en la figura 2. L La sustitución puede ocurrir como una reacción 

S,,2 donde la y la ruptlj!a de los enlaces en el estado de transición ocurren 

simultáneamente, o como una reacción SNl, donde primero ocurre la ruptura. Sin 

embargo, en la práctica son pocas las reacciones que coinóden con estos casos límite. En 

realidad las reacciones de sustitución nuc1eofilica pueden presentar geometrías 

intenlledias entre SN2 y SN 1 dependiendo' de las distancias entre el sustrato, grupo 

entrante y grupo saliente 

Si la formación y la ruptura de enlace son simultáneas el estado de transición es 

tenso como en A (más SN2); si la ruptura ocurre antes es relajado como en el e (más 

S,,2). Debido a su posición en la coordenada de reacción el mecanismo puede Ser 

más tenso o más relajado. El reactivo tendrá una densidad de carga mayor en el 

estado relajado, es decir, cuando la carga está menos por toda la estructura. 

Lógicamente, en el caso límite este estado al ataque del nuc1eófilo al ion ya 

formado, o un mecanismo S" 1. 
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R R R R R R 

\/ 
8- \°1 8' \/ 

y-t--c-+X y: c :x y: c+ :x 
1 I I 
R R R 

A B e 
Figura 2.5. Tres posibles tipos (le mecanismo de reacción de sustitución nucleofilica 

Algunos factores que cambian el estado de transición volviéndolo más relajado 

son: las interacciones estéricas negativas entre los grupos saliente y entrante, el 

impedimento estérico por parte del grupo sustituyente R, la de grupos 

electrodonadores, y la presencia de carga negativa localizada sobre los grupos saliente y 

entrante. El valor positivo de ologoys;i (Eq.2.2) indica una mayor localización de carga 

sobre los grupos entrante y saliente lo que corresponde al.estado de transición más 

relajado. por lo cual, se puede concluir que el cambio de disolvente afecta la 

del estado de transición. El aumento de ifapidez de la reacción al cambiar de un disolvente 

protico a un dipolar apróticoes mas pronuncÍado cuando los grupos sustituyen res son 

más grandes, más polarizables y menos susceptibles de aceptar enlaces de hidrógeno del 

disolvente prótico. Sin embargo, mientras más relajado es el estado de transición, menor 

es el efecto del disolvente siendo casi nulo o negativo para las reacciones SN 1, 

en el estado de transición primero ocurre la formación del enlace y después su 

ruptura, tenemos el caso del¡¡necanismo de adición-eliminación. En este caso el efecto 

del disolvente va a depender de la forma y tamal10 de estado de transición formado. El 

efecto disminuye para moléculas pequeñas y con carga localizada. Por ejemplo. las 

reacciones de sustitución aromática son mucho más susceptibles al can1bio de disolvente 

queias reacciones de sustitución en donde la carga se localízaen el 

átomo de oxígeno. Se esp'erarÍa que la tendencia fuera la misma para ésteres fosfato. 

2.2.5 Efecto general del disolvente sobre velocidad de reacción. 

El electo de aceleración en las reacciones llevadas acabo en disolventes dipolares 

apróticos se atribuye principalmente a .que todos los reactivos aníónicos están mucho 
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menos solvatados por disolventes dí polares apróticos que por disolventes próticosloque 

aumenta la energía de los reactivos y de esta manera disminuye la energía de activación 

2.6). Otro efecto favorable pero de menor contribución, es la buenasolvatación de 

los estados de transición grandes y polarizables en disolventes dipolares apróticos. 

En el caso de un estado de transición sin carga. el efecto del disolvente es más 

notable, debido a que las moléculas grandes, neutras y polarizables que se forman .se 

solvatan con mayor facilidad en disolventes apróticos. (1 ¡) 

Cuando se tienen reacciones entre moléculas polares sin carga, donde el estado de 

transición tampoco posee carga, el efecto del disolvente es insignificante. Además, si el 

grupo entrante es lo suficientemente voluminoso en comparación con el compliestoque 

sufre el ataque, el efecto de solvatación prácticamente es imperceptible. Sin embargo 

puede observarse la aceleración cuando el estado de transición es un donador fuene de 

enlaces.de hidrógeno. Esto haría que estuviera más solvatado en disolventes muy básicos 

como DMF o DMSO.(l9) 

En el caso de reacciones donde el reactivo y el estado de transición son especies 

catiónicas,se observa un aumento de velocidad muy pequeño ya que aunque la 

solvataCÍón de un estado de transición grande, polarizable, y donador de enlaces de 

hidrógeno por disolventes dipolares apróticos es fuerte, también lo es la solvatación de 

los reactivos;finaln1ente, ambas contribuciones se contrarrestan. 

Cuando la reacción acune entre dos aniones y el estado de transición es un 

dianión, que sesolvata mucho mejor en disolventes próticos, los disolventes polares 

apróticos aumentan la velocidad de estas. reacciones en mucho menor 

reacciones donde participan un anión y una molécula polar neutra. 

que en las 

Como podemos ver, el cambio de solvatación de un estado de transición puede 

modificar significativamente la velocidad de la teac.ción. ASÍ, estimarlo para los 

compuestos participantes en una reacción puede ayudar a predecir el cambio. de las 

velocidades de la reacción. (11) 
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AG, kJ/mol 

Disolvente dip()laraprótico 

Disolvente prótico 

Coordenada de reacción 

Figura 2.6 Representación esquemática del efecto de un disolvente polar aprótico cuando 

la reacción ocurre entre un anión y una molécula polar. La desestabílización de reactivos 

disminuye el valor total de L\Eadél sistema. 

A veces, en vez de disolventes puros se utilizan mezclas de disolventes. En el caso 

de las mezclas de un disolvente dipolar aprótico con agua, en concentraciones grandes de 

disolvente se forma un aducto capazdesolvatar mejor los estados de transiciónaniónicos 

y aumentar aun más la velocidad de la reacción. Se esperaría que la esfera de solvatación 

para aniones esté constituida de varias moléculas de ambos disolventes- el prótico y el 
,., (l2) 

apronco. . 

Para los disolventes potares de baja permitividad eléctrica (0<e<30) es válida la 

suposición de que los iones no se disocian por completo, por lo cual, en las reacciones 

participan como pares jónicos. 

Una propuesta empírica del efecto de mezclas de dos dí solventes sobre la 

velocidad de reacción está basada en el hecho que el cambio de las concentraciones 

relativas de disolventes modifica.la constante dieléctrica.( 16) La ecuación se aplica no sólo 

a mezclas de disolventes, sino también puede describir el efecto general de la fuerza 

jónica en cualquier medio, ecuación 2.6.(16bl 
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Ink = lnko + A InCe / e' + 1) (2,6) 

donde ko es la velocidad de reacción en el disolvente de referencia y A Y c* son 

parámetros empíricos. 

2.3. Caso particular, mezclas de DMSO yagua, 

2.3.1 Propiedades de mezclas DMSO - agua. 

El dimetilsulfóxido (DMSO) y sus mezclas con agua se han estudiado 

ampliamente, debido a la variedad de aplicaciones de este disolvente en la industria, 

medicina, síntesis química, etc. El DMSO es un buen disolvente para muchos 

compuestos; como su toxicidad es relativamente baja frecuentemente se utiliza en 

farmacología para disolver las medicinas que no son solubles en agua. 

Al Bl el 
Figura Z.7. Estructuras posibles de la molécula de DMSO 

El DMSO es un disolvente dipolar aprótico. Se puede representar por tres 

estructuras resonantes, de las cuales predomina la estructura Al.(17) Esto convierte al 

disolvente en un buen aceptor de enlaces de hidrógeno y en una base muy fuerte en 

términos de Lewis, 

El disolvente puro posee una estructura intermolecular bien definida. El DMSO 

puede formar cadenas 

sus moléculas. Este 

donadores de protones. 

por los enlaces que se forman entre el azufre y el oxígeno de 

desaparece al cambiar la temperatura o agregar disolventes 

El agua, al igual que el DMSO es un disolvente polar pero puede donar y aceptar 

protones, a propiedades, estos disolventes interactúan fuertemente entre SI, 
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fonnando enlaces entre el oxígeno del DMSO y los protones del agua, El resultado es la 

formación de cumulas moleculares cuando la relación de DMSO:agua en la mez;c1a 

tiende a ser 1:2. A concentraciones de DMSO más elevadas (Xw<O.l9) se espera la 

formación· de especies (DMSOhH20. Las propiedades fisicoquímicas de estos 

disolventes, tales como presión de vapor, tensión superficial, viscosidad y entalpía de 

mezclado cambian de manera no lineal cuando la proporción de los disolventes en la 

mezcla es cercana a esta relacíón.(HI) 

Las propiedades macroscópicas de las mezclas muestran una correlación con la 

acidez, la basicidad y la polaridad del medio (ecuación 2.7). 

P(propiedad macroscópica) := SP (polaridad)+SA (basicidad)+Pü (2.7) 

La basicidad y polaridad de un disolvente se miden por la absorbancia de 

pares homomorfos (dos especies que intercambian una partícula de interés (protón o 

electrón)). Actualmente existen varias escalas diferentes dependiendo de los compuestos 

utilizados. La escala que utilizamos paraanálisís de algunos de los resultados obtenidos 

es la infortnada por Catalán (l8) y utilizada por él para analizar mezclas de DMSO yagua. 

La basicidad de mezclas de DMSO con agua es mayor que el valor esperado si el 

comportamiento de la mezcla fuera ideal, mientras queIa acidez siempre es menor que 

este vaLoLcambio, la polaridades menor que la del comportamiento ideal a bajas 

concentraciones de agua (Xw<OA) y crece al aumentar el porcentaje de DMSO 2.8). 

El nucleófilo que utilizamos en los experimentos es el ion OH" cuya libre 

cambia al transferirlo a las mezclas con diferentes concentraciones de DMSO, lo que 

puede afectar la velocidad de reacción (Tabla 2.4). No se encontraron en la literatura 

valoresde energía de transferencia elevadas de DMSO debido a las dificultades 

experimentales de las 

disolvente. 

potenciométricas a altas concentraciones del 
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Figura 2.8. Cambio de acidez (cuadros negros), basicidad (círculos negros) y 

{círculos abieltos) del mediode la reacción alvariarcantidad dé DMSO. (18) 

Tabla 204. Energía de transferencia de H-r y OH' a 

mezclasDMSO/agua (25 Oc Ikcal mor\).(l9J 

% peso de DMSO I Fracción mol H20 .6.GVtr(H ) · • .6.GUtr(OH') 
i 

20 0.94 -0,21 !1.2 
40 1.0.86 -1.69 3.2 

I 

60 0.74 -3.52 6.2 

80 0.53 ! -6.20 10.2 

2.3.2 Efecto de DMSO en las reacciones de hidrólisis de ésteres. 

21 

Se ha observado que la hidrólisis de los ésteres de ácidos carboxílicos transcurre 

más rápido en mezclas de agua con DMSO que en medio puramente acuoso. Este efecto 

es. mayor para los esteres aromáticos que para los alífáticos.(19¡ 

La etapa que determina la velocidad de la reaccÍón es la fom,ación un 

intennediario tetraédrico. Lo más impotiante para aceleración de la reacción de 

;-------------"'--""',---------
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hidrólisis alcalina es la desestabilización del Ión hidroxido, un anión pequeño con carga 

localizada (duro en tétmínos de Pearson). La aceleración de la reacción puede ser 

analizada usando la ecuación (2.2): la solvatación del sustrato no tiene gran intluencia 
. . 

sobre la aceleración; la solvatación del estado de transición para los ésteres aromáticos es 

mayor que para los alifáticos debido a una mayor dispersión de carga en estas moléculas. 

Latransferencía a DMSO afecta la constante de auto ionización de agua y ladas 

reacciones de transferencia de protón. El pKa de los ácidos aumenta linealmente al 

crecer la proporción de DMSO en la mezcla y este aumento tiene una pendiente mayor 

para ácidos más débiles. Sin embargo este comportamiento no es general y hay casos 

para los que se observan funciones no lineales. (19) 

Hay pocos estudios del efecto del sobrela rapidez de la reacción para las 

reacciones de hidrólisis de los ésteres fosfato. Varios de estos trabajos han sido hechos 

por Hengge y su grupo; estudian la hidrólisis de monoésteres de fósforo (20) conbase.cn 

investigaciones previas hechas por Kirby, 12\) quien informó que la rapidez de la hidrólisis 

del dianionde p-nitrofenilfosfato (NPP) aumentó hasta 106 veces al pasar de un medio 

acuoso a una mezcla acuosa con 95% de DMSO, mientras que es prácticamente cero para 

su monoanion. Las razones principales por las que se le atribuye esta aceleración son la 

deSestabilización de los reactivos y el alargamiento del enlace P-O con el fin de dispersar 

la carga, lo que debilita mucho este enlace. Para los sustratos con un grupo saliente más 

básico que el·fenolato (el valor de pKa del fenol en agua es de 9.95 yen el articulo. no se 

mencionan los valores en las mezclas de DMSO~agua) el efecto del medio fue 

insignificante. Ambos autores enfatizan la posible semejanza de los mecanismos 

propuestos con los de las nucleasas en sistemas biológicos. 

Prácticamente no hay datos del efecto del disolvente en presencia de iones 

metálicos a pesar deque se utilizan con frecuencia mezclas de disolventes, como DMSO 

con agua, para disolver ligantes sintéticos. Además no existe en la literatura ningún 

intento de interpretar estos datos en función de la cantidad de disolvente empleado. 

un estudio con pocos detalles que informa una 

velocidad de la reacción de hidrólisis de fosfodiésteres en 

DMSO v/ven presencia de ¡olles Eu(lIl). 

disminución de la 

acuosas con 40 % de 
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Recientemente se publicó un estudio de la reactividad nucleofilica del ión etóxido 

en etanol empleando como sustrato p-nitrofenilfosfonato y el efecto catalítico de metales 

alcalinos.(23) En este caso se infonna la participación simultánea de varios iones metálicos 

(3 en eleaso de K~, 4 en el caso de NaT 

y 5 en eleaso deL¡+). 

2.4. Efecto de los metalesalcalinotérreos sobre la hidrólisis de ésteres fosfato, 

A pesar de que el Ca1
+ y el Mg2

+ son metales a1calinotérreos con importancia 

biológica, no se han realizado muchos estudios de la actividad hidrolítiea de esta familia 

de cationes. 

Los metalesa1calinotérreos tienen un sól() estado de oxidación, son relativamente 

grandes y tienen una configuración electrónica de capa cerrada. Se ha propuesto de datos 

de IUv1N que el nÚillero de coordinación para 

embargo, al pasar al DMSO cambia a 6. (l3) 

y, probablemente Ca2
+ es 8, sin 

Entre las razones por las que estos metales no han generado un. gran interés como 

catalizadores. de reacciones de hidrólisis en sistemas artificiales, están su poca capacidad 

defOlmar enlaces de coordinación con diferentes (lo que hace' prácticamente 

impasible la modificación de la velocidad de la reacción con distíntasligantes), y la baja 

solubilidad de sus hidróxidos. 

2.4.1 El iOll1l1.i+ 

Se ha observado que la adición de al medio de reacción· causa queja 

velocidad de la reacción disminuya o, en el mejor de los casos, tenga un aumenta. 

Así,por ejemplo, la rapidez de hidrólisis del mano éster NPP a fuerza iónica 1.0 

M KCly pH 9.1 disminuye un poco (de 1.7xlO-8 M-1s- 1 a íAxl0·8
) en presencia de033 

M de Mg2
+, mientras que la hidrólisis de 2,4-dinitrafenilfosfato a pI-! 8 Y a las mismas 

condiciones, decae gradualmente al aumentar la concentracIón de Mg2
-. Su constante de 

velocidad de segundo orden es menor a 

en ausencia de magnesio, la constante de segundo ordenes de 

misma reacción (24) 

M- 1 para la 
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La actividad catalítica de MgH y otros iones .rucalínotén·eos se ha observado en 

los estudios de hidrólísis de ARN realizados por M. Komiyama y su grupo (25) en medio 

acuoso (50 oC, pH 7,3 con buffer concentración de nucleótidos.o.1 mM. 

concentración de metal .0.1-1.0 M (MCb)). Los autores· indican que· con Mg2+ hay. una 

aceleración de la reacción y para. Sr2+ y Ba2+ prácticarnente no se observa catálisis. El 

efecto con Ca2
+ es diferente ya que de forma simultanea ocurren ataques a sitios 

diferentes en los nucleótidos. La reacción con metales alcalinotérreos es de primer orden 

con respecto al metal, a diferencia de lo reportado con Na+en etanol donde el orden 

respecto al metal es muy alto (vide supra). Se propone, a partir de estudios de RMN, que 

la reacción se Heva a caho por la cooperación entre dos iones Mg2
+. Vale la pena 

mencionar, que al ajustar la fuerza iónica con NaCl reportan. una competencia por el 

sustrato entre los iones Na+ y Mg2+, ya que la velocidad de hidrólisis decae en presencia 

de iones sodio. I 

Además de esto, observaron que los iones Mg2
+ en presencia de oligonudeótidos 

predíseñados para reconocer al sustraía, ARN, promueven su catálisis eficientemente. En 

este caso, las secuencias sintétícasactívan el P-O al ser hidrolizado y el metal 

funciona como proveedor del nucJeófilo para hacer un corte especifico.(26) 

En un modelo del sitio activo de la fosfatasa.alcalina simulado por ATP unido a 

un complejo de cobalto; que promueve la hidrólisis intramolecular de ATP en medio 

acuoso, existe un aumento de la velocidad de reacción de hidrólisis hasta 3000 veces a 

pH 9.97 en presencia de iones Mg2
+. En este caso se propone un mecanismo cooperativo 

entre dos metales diferentes '- Co{II) presente en el complejo y presente eú la 

disolución como MgClt (25"'C, fuerza iónica 1.0 KCI, concentración de Mg 0.33 M). 

2.4.2 El ion Ca2+ 

A pesar que los iones Ca2
+ fOlman parte del sitio activo la l1ucleasa de 

estafilococo, una de las enzimas más eficientes, no hay muchos estudios donde se haya 

probado su actividad fosfoesterolítica. Algunos de ellos señalan que el hidróxido de . 

calcio podría poseer cierta actividad esteroJítíca, sin embargo, los resultados son 

solamentecualitatívos y no muy recientes (l953).C28
) 
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Al igual que para el Mg2
+, se ha probado la actividad del Ca2

+ con monoésleres de 

p-nitrofenilfosfato, y 2,4-dinitrofenil fo.sfato. A diferencia del Mg2
+, que funciona como 

inhibidor, el Ca2
+ acelera ligeramente la rapidez de la reacción.(24) 

2.4.3 Los iones S/+ y Ba2+ 

Sr2
- y Ba2

+ no son metales de importancia biológica, por lo cual el interés en ellos 

ha sido aún menor que para calcio y magnesio. Sin embargo se ha informado la actividad 

del hidróxido de bario en la hidrólisis de diésteres fosfato es un estudio solo cualitativo 

donde no se midieron las constantes de rapidez de las reacciones529
) 

ReCientemente, se ha descubierto que complejos :de 

juntos, con el ligante CRTP A presentarlo en la pueden ser dinucleares y 

poseen una gran actividad hacia la hidrólisis de bis-p-nitrofenilfosfato.(30) A pH 8.5, 50° 

C y 20 % de DMSO en agua la rapidez de la hidrólisis de B"N"PP aumenta 1120 veces para 

[ZnSr(CRTPA)t+, 2800 veces para [ZnBa(CRTPA)t+ a 9.3 y 1050 veces para 

[ZnCa(CRTP A)t+. En ausencia del segundo ión metálico, el aumento de la rapidez de la 

reacción fue mucho menor: sólo 150 veces para [Ba(CRTPA)]2+. 

Figura 2.12. Elligante CRTP A con dos sitios de coordinación. 

podemos ver, la información sobre la actividad catalítica de los iones de los 

metales alcalinotérreos es sumamente escasa, por lo cual, es importante un estudio más 
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3. Objetivos. 

Es importante elucidar el papel de los iones de los metales a1calinotérreos eh la . 

hidrólisis de los diésteres fosfato con el fin de buscar una explicación plausible de su 

capacidad para servir cOmo cofactoresen los sitios activos de las enzimashidroliticas, 

Objetivo General 

Estudiar el efecto catalítico de metales alcalinotérreos en la hidrólisis básica de 

fosfodiésteres en agua y en medios con características similares al sitio activo de una 

enzima. 

Encontrar las condiciones óptimas y caracterizar las especies responsables del 

cambio de reactividad en estos sistemas. 

Objetivos Particulares 

1. Estudiar el efecto catalítico de los iones de metales a1calinotérreos en la hidrólisis 

basica acuosa de diésteres fosfato. 

2, Estudiar el efecto del disol'vente en la rapidez de la reacción dehidrólisis alcalina 

de diésteres fosfato. 

3. Estudiar el efecto catalítico de los metales akaIínotérreos el1 la hidrólisis en un 

disolvepte dipolar aprótico C011 bajo contenido de agua. 

4. Identificar las especies activas responsables de la catálisis en cada caso. 
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4. Procedimiento experimental 

4.1 Sustancias empleadas 

Sustrato 

Se empleó Gomo sustrato el fosfodiéster bis-p-nitrofeníl fosfato (de aquí en 

adelante, BNPP), que es un sustrato ampliamente empleado para estudios de hidrólisis de 

fosfodiésteres. Su hidrólisis es irreversible ':/ da como producto nitrofenol. Este último es 

fácilmente detectable debido a que su anión nitrofenolatotiene una bandacaractenstica 

en la región visible del espectro de absorción enAOO nm. 

Figura 4.1 bis-p-nitrofenilfosfato. Peso fórmula 340.18 g/mol, pKa 1.04, Apariencia 

física: polvo blanco. diéster fue comprado de Aldrích, pureza 99%, Y se recristalizó de 

agua en medio ácido. 

Sales inorgániéas 

Se emplearon cloruros de los metales alcalinotérreos. Las disoluciones las sales 

de los cationes metálicos empleados fueron preparadas y valoradas por métodos 

estándares: con EDTA en el.caso de Ca2
+ y Mg2

+ Y gravímétricamente como MS04 para 

Sr2+ y Bi+ (3I) 

• MgCh, pureza 97.5 % (las impurezas son principalmentc agua), Strem Chemicals 

• CaCh, pureza, 99,9 %, Aldrich 

• BaCh·2IhO, pureza 1 QO.l % (detenninada por titulación con EDTA), Baker 

Analyzed 

• SrClz·6H20, pureza 98 %, Aldrich. 
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Disolventes 

En todos los experimentos se utilizó agua destilada ydesionizada con una resistividad de 

18.2 ± 0.1 MQcm obtenida mediante un sistema BamsteadNanopure®. 

EIDMSOutilizado fue Aldrich99.9 % de pureza, sin ningún tratamiento previo. 

Reactivos adicionales 

• Disolución de NaOH Aldrich certificada LO M Y disolución NaOH preparada 

del reactivo sólido Aldrich99.99%. 

.. Disolución de Hel Aldrich certificada 1.0 M 

• EDTA, sal disódica, Aldrich 99.99% 

• Zn metálico Aldrich 99.998% 

• Biftalato de Potasio, Aldrich 99. 9% 

Todos empleados sin tratamiento adicional. 

4.2 Equipo 

Las mediciones de volumen se realizaron con micropipetas Eppendorf Research 

serie 2000 con volúmenes variables. Las mediciones de pH se hicieron con un 

potenciómetro digital Orion Model 710-A, utilizando un electrodo de vidrio Oríon 

ROSS®. Para calibrar el potenciómetro se usaron amortiguadores de referencia frescos a 

pH 4.00, 7:00 Y 10.00 (Aldrich, precisión de ±O:Ol). Durante los experimentos se 

mantuvú constante la temperatura. utilizando un baño de recircu!ación de agua marca 

Fischer Scíentifics Isotemp 1016S (± O. Las mediciones espectro fotométricas en el 

ultravioleta y el visible se hicieron en los espectro fotómetros Hew\ett Pack.ard HP8453 de 
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de diodos e UNICA\1 UV 500 de doble haz, ambos con compartimentos 

termostatados 

4.3 Estudio cinético 

El . transcurso de todas las reacciones de hidrólisis con B]\'rpP (Figura 4.2) se 

siguió espl'ictrofotométricamente midiendo la aparición del anión 4-nitrofeno!ato. 

o· o 

-O- 11 -0-. hidrólisis -O- 11 
021\1 ~ ¡j o-~-o ~ ¡j N02 • 02N ~ ¡j o-~-o' + 

a a 
Figura 4.2 Reacción observada de hidrólisis de BNPP 

Se emplearon di/loluciones. patrón recién preparadas de BNPP. Todas las 

disoluciones.patrón se mantuvieron selladas y en refrigeración por periodos de no más de 

2 semanas para evitar su descomposición. Para las mediciones cinéticas se empleo el 

intervalo de concentración del sustrato de 2x 10-5 alx 10-4 M. 

coocen\racion de nilrofenolatD lxW M 

Figura 4 .• Curva de calibración para la determinación de 

nitrofenolato en una mezcla DMSO 90 % v/v, <::=30500 

M-l cm-1 

Al trabajar en mezclas de DMSO-agua, se observó que la intensidad de las bandas 

para este anión y su posición varían al aumentar la concentración de DMSO 
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El anión 4-nitrofenolato, como ya se había mencionado, es un anionintensamente 

colorido; su cuantificación mediante espectrofotometría UV -visible es sencilla y permite 

detectarlo en cantidades micromolares,con siguientes parámetros Amax es 400 nm (H20 

100%) y 425 nm (DMSO 90 % vív), B400 es 18,000 M,lcm,I(H20 100%), &425 es 

30,500 M-1em- i (DMSO 90 % v/v) 

La cantidad de nitrofenolato producida por la hidrólisis en las mezclas de ~~ 

DMSO v/v, se cuantificó mediante una curva decalibraeión en este medio, el cual fue el 

más empleado para eJestudio cinético (ver Fig. 4.3). La curva es lineal en todo el 

intervalo estudiado yel coeficiente de extinción molares de y ;;;425 30, 500 M·1em'¡ 

0,7 

0,6 

Q,5 

a; 
'0 0,4 e 

i 0,3 

~ 
0,2 

0,1 ] 

0,0 , 
300 

¡ 

350 

¡--agua 
"'--DMS050% 
r····DMS070% 

t
'-' DMS080% 
'·_·DMS090% 
···--DMS095 % 

I 

400 '450 500 550 

Longtitud de onda, nm 

Figura 4.4 Espectro de absorción de nítrofenolato 1 X 10-5 M a 

diferentes concentraciones de DMSO. 

600 

Como se ve en la Fig.4.5, el máximo se desplaza desde 400 nm en agua, hasta 425 

nm en 90% DMSO.Elcoeficiente de absortividad molar se incrementa al doble: 10"'10 

1.8,000 lVr1cm'¡ en agua y cm 30,500 M-'cm-; en 90% DMSO. Esto se debe 

probablemente a cambios en la solvataeión del anión, 
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En los casos de reacciones con porcentajes de DMSO variables se hicieron 

adiciones estándar de nitrofenol al final de cada reacción. 

M~1 32000 

30000 

28000 

• • 1Í 

• ,-
~ 

26000 E 
~u 

24000 ::;;: 
'" 22000 

20000 

18000 .' 
16000 ; ¡ r ¡ I I 

0.0 0.4 0.6 0.8 1.0 

fracción DMSO v/v 

Figura 4.5 Cambio de la absortívidad molar de nitrofenolato al aumentar la 

concentración de DMSO en el máximo de adsorción para cada caso. 

Durante la cinética de hidrólisis del BNPPse observó la líberación de un 

equivalente de 4-nitrofenolato por mol de. sustrato. Cuando la reácción es muy lenta y 

durante el experimento se libera menos del 10 % del producto· esperado, es razonable 

suponer que la concentración de reactivo es constante y calcular la velocidad de 

con un ajuste lineal (ecuación 4.1, velocidad inicial). 

A = x'k.h' x [BNPP]o x t (4.1 ) 

donde A es la absorbencia registrada, Spes la absorCÍón molar de nitrofenolato y kobs la 

constante de velocidad observada. 

Cuando se .observa una saturación en el de absorbencia de la muestra 

se la ecuaciónA.2, que corresponde a la reacción de primer orden con 

respecto al sustrato. 
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(4.2) 

donde Ao es la absorbencia inicial, Ainf es el cambio de la absorbencÍa a tiempo infinito y 

kobs la constante de velocidad observada. 

Sin embargo en algunos casos los perfiles de absorbencia en función del tiempo 

mostraron una desviación notable de una cinética de primer orden cuandO la ve10cidad de 

hidrólisis del intertnediario,p-nitrofenilfosfato,fue más rápida. Estas curvas se ajustarort"; 

a una ecuación exponéncial derivada del esquema de dos etapas sucesivas de hidrolisis de 

primer orden (ecuación 4.3): la hidrólisis de BNPP a p-nitrofenilfosfato y la posterior 

hidrólisis de este afosf¡:¡,to con la liheración de un equivalente de 4-nitrofenolato en cada 

etapa. 

(4.3) 

donde k¡ Y k2son las constantes de velocidad observadas de la ruptura de BNPP y MNPP 

respectivamente. La derivación de cada expresión se presenta en el apéndice 2 .. Los 

ejemplos de cada curva cinética con SU respectivo ajuste son presentados en la figura 4.6 

1,2 

1.0 

02 

¡ ¡ 

1000 1500 
, , , ,=, , 

2OC(l 2500 3000 3500 4000 4500 

tiempo, s 

Figura 4.6 Ejemplo de los tres posibles ajustes en la hidrólisis de 2x ¡ 0-5 M de 

BNPP en presencia de Sr2
+ 1.5 mM y diferentes concentraciones de NaOH en DMSO 

90% v/v. 
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La reacción de hidrólisis deBNPP en agua es extremadamente lenta aún a 

temperaturas elevadas, por lo que no es práctico observarla midiendo el cambio de la 

absorbencia directamente en una celda en función del tiempo:eLcambio es muy pequeüo 

y se requieren celdas selladas para evitar la evaporación del disolvente. Para obtener 

curvas cinéticas se prepararon muestras de 10 mL que contenían las cantidades necesarias 

delsustrato (lx 104 M), hidróxido de sodio y sale.s metálicas. De cada disolución se 

obtuvieron 6 muestras de 1.5 mL Estas muestras se. colocaron en tubos de plástico 

herméticos (viales Eppendort),y los viales se incubaron simultáneamente en un baño de 

agua a 70'" e, en una canastilla diseñada especialmente para garantizarla inmersión total 

de la disolución. A intervalos de tiempo determinados, se detuvo la reacción de hidrólisis 

en cada uno de los viales, colocánrlolosen una mezcla hielo-agua y se analizó la cantidad 

del producto formado a ese tiempo. Para ello, se tomaron espectros UY-Vis de las 

alícuotas de 1 mL. 

Las aHcuotas fueron llevadas a un volumen final de 3 mL con agua destilada y 

desionizada. La cantidad de nitrofenol se cuantificó a 400 nm .. En algunos casos, las 

disoluciones que contenían sales metálicas en alta concentracion en presencía de OR 

podian formar hidróxidos insolubles por 10 cual su preparación requería de mucho 

cuidado para evitar la formación de precipitado. 

En el caso de las reacciones de hidrólisis en DMSO, las disoluciones se 

prepararon combinando, directamente en la celda, las cantidades apropiadas de DMSO, 

agua y las disoluciones de hidróxidos y sales metálicas; adfcionanado el sustrato como 

último componente para iniciar las reacciones. El volumen fmal de cada disolución fue de 

3000 ~lL. Para evitar la evaporación del disolvente y prevenir la formacion de carbonatos 

en el transcurso de la reacción, las celdas se sellaron con tapones de polietileno. Las 

curvas cinéticas se obtuvieron tomando espectros de las muestras a intervalos de tiempo 

regulares, manteriÍendo el sistema a temperatura constante. 

4.3 Estudío [.lote.nciométrico 

Todas las titulaciones se realizaron en me-zclas de DMSO-agua a siguiendo 

las recomendaciones generales para titulaciones potenciométricas. El volumen ínicialde 
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las disoluciones a titular fue de 30.0 mL, 90% DMSO v/ven todos los casos, y el 

volumen final variaba. Para evitar cambios de concentración de DMSO las titulaciones se 

realizaban con una disolución de base en DMSO al 90 % v/v. Debido a que no son 

completamente aditivos los volúmenes de DMSO y agua, existe un error pequeño que en 

todos los casos que fue despreciado. Las disoluciones a titular se burbujearon con N2 y se 

mantuvieron. en atmósfera de nitrógeno durante todo el experimento para evitar la 

presencia de CO2 en disoluci6nya que la presencia de carbonatos díficultaba el alcance 

del equilibrio en el electrodo después de cada adición del titulante. El potenciómetro se 

calibró usando amortiguadores de referencia a 25° C, pH 4.00, 7,00 Y 10.00 en agua. 

Consideramos que al· no tener anlortiguadores estándar para DMSO este tipo de 

calibración sería adecuado ya que a partir de titulaciones de HCI en los medios 

empleados, es posible introducir. una corrección para obtener la concentración de 

protones en medio no acuoso (vide infra). Se decidió no usar un electro lito soporte ya que 

hay efectos específicos de varios iones sobre la velocidad de la reacción (ver resultados), 

probablemente debido aqtie las especies existentes en disolucion son diferentes en 

presencia de estos cationes. Además, la variación de la fuerza iónica en el transcurso de 

una titulación es suficientemente pequeña, ±O.OI M, debido a la presencia de sales de 

metales alcalinos ó alcalino térreos. 

Debido a que los valores de' diferencia de potencial obtenidos en las celdas 

electroquímicas utilizadas en potenciometria dependen de la actividad y no de la 

concentración de las especies, las c.onstantes determinadas directamente de los valores de 

mediciones potenciométricas son en realidad constantes mixtas pues contienen términos 

de actividades (para protones) y de concentraciones (para las otras especies). Existen dos 

razones principales para usar las constantes de equilibrio en términos de concentraciones 

en estudios de equilibrios en disolución. Primero, como la actividad de una especie iónica 

no es un parámetro determinable experimentalmente, estas constantes astán definidas más 

claramente. Segundo, el cálculo de las constantes de equilibrio a partir de datos 

potenciométricos se basa en la solución de sistemas deecuacíones en los que se incluye 

el balance de masa para protones, por lo que se requiere conocer la concentración S no la 
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actividad de los protones. Por esto, es más adecuado calibrar al electrodo.en términos de 

la concentración de protones. 

Es posible demostrar que en una titulación de ácido fuerte con base fuerte, la 

relación entre las variables involucradas puede representarse con la ecuación 4.4. (32) 

v ,e ,V_+_v.=o)_X ",,---[H_+ ,L.1x..::-f +:-
CB 

(Vo +V)xKw 

CI! x[H" ]xf 
(4.4) 

. Donde V es el volumen de titulante de concentración CB molar, Vo es el volumen inicial 

de la muestra, Kw es el productoióníco del agua, Ve es el volumen de equivalenci~ [H+] 

es . la concentración de no corregida, tomada directamente de las mediciones 

instrumentales de pH ([R¡']=lO'pH),fes el factor de corrección que es una función de los 

coeficientes de actividad y del potencial de umón líquida 

Entonces, si conocemos la concentración de la. base añadida, el volumen inicial, 

los volÚlnenesadicionados, la concentración exacta del ácido fuerte a titularylos valores 

. de pH para cada adición, es posible calcular el valor de fy de pKw en las condiciones 

experimentales. 

Como de la calibración rutinaria del electrodo se titularon 30.0 mL de HC! 

0.001 M estandarizado con Bu4NOH 0.1 M en DMSO 90 % v/v, haciendo pequeñas 

adiciones de BU4NOH, permitiendo a la disolución eguilibrarse y registrando el pB 

instrumentaL Las curvas de tituJación obtenidas .se ajustaron mediante una regresión no 

lineal demínimos.cuadtados a la ecuación anterior despejada en términos del volumen 

(ecuación para obtenerlos valores de pKw y f 

(4.5) 

Con el valor de f se. corrigió la escala del potenciómetro; este factor incluye el 

cambio en los coeficientes de actividad y el error asociado a la variación del potencial de 
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unión líquida. Al emplear valores depH debe restarse el logaritmo de f del valor de pH 

observado para corregir la escala del potenciómetro y usarla en términos de la 

concentración de protones. 

pH = pHabs -logf (4.6) 

En las condiciones experimentales de esta tesis se determinó un valor promedio de 

pKw de 21.3 ±O.2 (Fig 4.7) como uno de los parámetros de ajuste y fse determinó antes 

de cada titulación como el otro parámetro de ajuste. El valor informado en la literatUra 

para el pKw en la concentración de DMSO dada es el mismo dentro de los límites del 

error,alvalorreportado en la literatura.(33) 

El valor de -lag/, en el intervalo de 3.01-3.05, se usó para corregir la escala de 

pH del potenciómetro (ecuación 4.4) y calibrar el electrodo en términos .dela 

concentración de protones en este medio de reacci6n. 

Figura 4.7 Calibración del electrodo en DMSO 90 % v/v. utilizando HCl 1 mM en 30 

mL de disolución y titulándolo con Bu4NOH 0.1 M preparado en DMSO 90 % vlv .. 

Una titulación típica"se realizó adicionando pequeñas cantidades (50-200 de 

Bu4 NOH de concentración 0.1 M a la muestra y registrando los valores de pHobtenidos 
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teniendo cuidado de que estos valores fueran estables. Las muestras a titular se 

prepararon añadiendo a las disoluciones de HCl y las sales correspondientes la cantidad 

necesaria en volumen de DMSO yagua pata tener al final una mezcla con 90 % en 

volumen de DMSO. Cada muestra se desgasificóyse mantuvo bajo atmósfera de N2 

durante toda ia titulación. Es de slllriaimportancia que la disolución a titular esté libre de 

carbonatos y que no haya absorción de C02 durante la titulación para obtener curvas de 

titlIlación reproducibles. Estas curvas de pH vs. volumen de BlL¡NOH adicionado fueron 

corregidas por el factor f determinado para cada uno de ellas paraohtener los valores de 

-log[H+] VS. volumen de BlL¡NOH adicionado. 
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5, Resultados 

5.1 Hidrólisis acuosa de diésteres fosfato 

5.1.1 Hidrólisis básica de.BNPP. 

Conocer el mecanismo de reacción de hidrólisis. bási.ca de BNPP permite evaluar 

mejor el efecto de jos metales alcalinotérreos. 

Debido a la extrema lentitud de las reacciones, la hidrólisis alcalina acuosa fue 

llevada a cabo a 700 C y las mediciones experimentales se hicieron en el intervalo de 

0.005 ~ 0.1 M NaOH. La finalidad de este experimento· fue determinar el orden de la 

reacción de hidrólisis básica respecto a la concentración de OH' y tener datos propios 

contra los comparar si existe un efecto catalítico al trabaj ar con iones metálícos. 

En este caso la rapidez de todas las reacciones observadas se calcula a usando el 

ajuste a la ecuación 4.1 (velocidades iniciales), considerando la ruptura de un sóloión 

nltrofenolato. Para varios . casos se observó queloll primeros puntos deJas curvas 

indicaban una rapidez de reacción mayor que el resto, probablemente esto se debe a la 

presencia de una impureza que se hidroliiamás rápidamente(ver las curvas en el Anexo 

1 j. Estos' puntos no fueron 90nsíderados para .calcular las constantes de velocidad. 

Se estableció la dependencia de l(iconstante de velocidad de reacción observada 

con respecto a la concentración del NaOH agregado, Tabla 5.1, La relación resultó ser 

linea! (R = 0.998), por lo cual podemos concluir que la reacción es de primer orden con 

respecto al nucleófilo, Fig.5. L La el\trapolación de la dependencia líneal ala 

concentración de OH' cero pem1ite estImar el valor de la COnstante de la hidróJísis 

espontánea que resultó ser igual .a kH1o=b.3±0.9)X 10.6 ,Esun valor mucho más alto 

que el informado en la literatura (kH20 6.3xlO-8 s·l(a 100 °Cy /=1.0).(5) Una posible 

explicación de esta inconsistencia es que a baja concentración de OH' es mayor la 

contribución de la hidrólisis de la posible impureza del sustrato como mono p~nitrofenil 

fosfato cuya velocidad de hidrólisis no depende de! pH, y esto aumenta la velocidad 

observada. La pendiente de la gráfica en l~ Fig.5.1 da un valor de la constante de la 

hidrólisis alcalina de segundo orden k(m=(4.8±O.2)XIO·4 
M,IS·I que concuerda 
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razonablemente con el valor informado en la literatura para a 2SoC extrapolado 

mediante la ecuación de ArrhenitÍs a 70°C con un valor de entalpía de activación de 74.09 

kJfmol, kmi=2.3 x 10-4 M'IS,I. (51 

Tabla 5.1 Hidrólisis básica de BNPP 
en agua en presencia de NaOH a 
coneentración variable 

[NaOH],M kobsx10°, s' 

0.005 16.78 
! 

0.010 8.57 

0.025 14.1 

0~050 25.8 

0.100 .' 52.0 

60 

0.02 0.D4 0.00 0.08 0.10 

{OH],M 

Figura 5.1 Datos de la Tabla 5.1 en forma gráfica 

(kobsl[OH']= 4.8±0.17x 10-4 M, R= 0.9980). 

0.12 

Para los experimentos subsiguientes, dedicados al estudio de los efectos de los 

iones metálicos, se realizó una medición de la rapidez de la reacción en ausencia del ión 

metálico para cada serie de mediciones. Esto se hizo con el fin de poder corroborar los 

resultados obtenidos y verificar las condiciones planteadas en cada caso. 

5.1 .. Efecto de NaCl 

En las mediciones efectuadas, no se intentó fijar la fuerza iónica (1, M) para 

simplificar lo más posible el sistema en estudio y evitar interferencias. Sin se 

decidió evaluar este efecto para {'(w,.pa,,. las mediciones a realizar. 

Así, se varió la eoneentración de NaClcon el fin de cubrir el intervalo de fuerza 

iónÍca requerido para futuras mediciones en presencia de metales alcalino térreos se 

estimó el cambio en las velocidades de reacción. Basándose en resultados obtenidos es 

posible hacer una correceión con respecto a la fuerza iónica en el resto de los 
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La velocidad en todos los casos se calculó mediante el ajuste a la ecuación de 

velocidad inicial (4.1), donde se consideraba que al final deja reacción sehidrolizasólo 

unión nitrofe:lOlato. En la tabla 5.2 se presentan los resultados obtenidos. 

resultados se analizaron en témlinos de la teoría de Debye-Hückel. Debido a 

que los experimentos fueron realizados a fuerzas iónicas altas, hemos empleado una 

versión modificada de la ecuación de Debye, la ecuación de Dayies ecuación (5.1), (34) 

para calcular los coeficientes de actividad de especies jónicas. Esta versión semiempíri2a,i 

es válida hasta fuerza iónica 0.5 M. 

(5.1 ) 

LareaccÍón de hidrólisis alcalina incluye la interacción entre dos aniones de carga 

,-1 cada uno. En este caso, de acuerdo con la teona del estado de transición, al emplear la 

ecuación (5.1) obtuvimos la ecuación (5.2) para la constante. de hidrólisis de segundo 

orden 

(5.2) 

Donde koHQ es la constante de la hidrólisis alcalina a l=O. La figura 5.2 presenta 

los resultados en coordenadas de la ecuación (5.2}.Como se espera, ladependencia de 

IOgkOH VS. fS¡(l +f.5) O.2I es lineal con pendiente positiva. El valor de la pendiente, 

2.6±O.2, es mayor que el esperado: Esto se debe probablemente a que el modelo de 

Debye~Hückel considera a los iones como especies esféricas y con distribución de carga 

uniforme mientras que BNPP es un anión orgánico de tamaño grande con fragmentos 

voluminosos hidrofóbicos los cuales pueden modificar el efecto salino. El valor de 

logkoHO 4.97±0.041 da unvalor dí) kOH
O = (l.l±O.l)xlO-s M-is-1

• 
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Tabla 5.2 Dependencia de la 
velocidad de la hidrólisis básica de 
BNPP. 10.075 M. NaOH y NaCJ 
variable. 

I kobsxl05, S·l 

0.075 3.53 

0.085 3.73 

0.095 3.83 

0.125 4.39 

0,64 

0.62 

1.0 0,60 
+ 

"'" ~ 0,58 

O,fa 

41 

• 

O,54-l-...L....,. -~--,--~--,--~---r-~-..., 
0,20 0,21 0,22 0,23 0,24 

f 5/{1+f).o.21 

Figura 5.2. Datos de la Tabla 5.2 en coorderiadas de 
la ecuación 5.2 (pendiente 2,6±O,2, R=0.994S). 

Los resultados obtenidos permiten concluir lo siguiente: el efecto de la fuerza 

iónica es positivo y cualitativamente concuerda con lo esperado con base en la teoría de 

Debye-Hückel para una reacción entre especies iónicas, Cuantitativamente el efecto 

es mayor que el teórico, sin embargo su valor absoluto es pequeño y por esto 

es despreciarlo para reacciones en las que el efecto catalítiéo producido por iones 

alcalinotélTeos es significativo. 

5.1.3. Efecto del ion Ml+ 

Anteriormente se habían realizado algunos estudios cinéticos utilizando este 

metaL Sin t"rnh!>,'an 

todavía no se 

diésteres .'~",'"'"~\"~'. 

el resultado obtenido varía tanto de un experimento al otro, que 

indicar las tendencias generales para este ion en la hidrólisis de 

Hasta la fecha no se han informado datos precisos para la hidrólisis básica de 

diésteres fosfato con iones acuosos de Mg2
+ sin algún tipo de amortiguador. La razón 

principal es que la poca solubilidad del hidróxido de Ml+ que se fomla durante la 

reacción. 
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En }ps experimentos realizados durante este trabajo nos encontramos con el 

mismo' problema. Sin embargo, a concentraciones bajas del metal o del hidróxido 

(menores que O.OlM) logramos obtener una disolución homogénea de la sal metálica, 

aparentemente sobresaturada respecto al hidróxido de magnesio. Los experimentos se 

repitieron varias' veces; ya que las disoluciones en los que desde el inicio se fonnaba 

precipitado se descartaban. Para prevenir la distorsión de resultados por la aparición de 

precipitado, las reacciones se observaban a 400 í:nn Y a 600run. Sí laabsorbancia de la 

disolución problema medida a 600 run (donde no debe haber ningún cambio) no se 

incrementaba en valores mayores que 0.05 los resultados se consideraban aceptables. En 

la Tabla 5.3 se presentan los resultados obtenidos. 

Las constantes observadas resultaron tener una dependencia lineal con respecto a 

. la variación de la concentración de Mg2+, por 10 cual la reacción es de primer orden con 

respecto al metal. La pendiente de la gráfica en la Fíg. 5.3 representa .la constante 

. observada de segundo orden yes.igual a 4.87xW4 M-'S-I. Debido. aque el efecto delíon 

Mg2
+ es muy peqUeño y los problemas de solubilidad causan una gran dispersión en datos 

expedl11entales,nofue posible estudiar la.cinética de hidrólisis mediante la variación de 

la concentración de l-Jdróxido. de sodio. 

Tabla 53 Hidrólisis deBNPP en 
presencia de iones Mi+ con NaOH 10 

O.OOS M. 
9-

Mg2+,M Kobs, Xl 06 s-J 

O 5.21 

0..001 5.91 6 

0.003 6.86 
5 

0.005 7.70 

0.008 9.32 
0,004 0.(1)6 

[tv~"'l. M 

c,ooo 0,W2 O.DOS 

Figura 5.3 Datos de la Tabla 5.3 en fonna grafica 

(kobsl[Mg1+J= 5.0±0.17x M, R= 0.99831. 
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5.1.4 Efecto de ¡Off Ca2+ 

Se ha observado que el ion Ca2
+ tiene un efecto catalítico moderado en diversos 

sistemas. Como se mencionó en los antecedentes, se ha observado un efecto cualitativo 

del ion en la hidrólisis básica de diésteres fosfato(24). 

El ion presenta una gran actividad catalítica en la teaccíon en este sistema, 

Las velocidades de reacción observadas son tan altas, que en algunos casos las constantes 

de velocidad observada se obtuvieron mediante ajustes integrales de primer orden a partir 

de las curvas cinéticas obtenidas: Debida a que el hidróxido de calcio es suficientemente 

soluble, se logró llegar a concentraciones relativamente altas del metal y del sustrato y se 

obtuvo una curva de saturación con respecto al hidróxido. 

La mayoría de las constantes de velocidad de las reacciones se calcularon a partir 

. de velocidades iniciales, para lo que se consideró que al final de la reacción se produce 

sólo unión nitrofenolato por molécula de sustrato. Cuando las .reacciones fueron lo 

suficientemente rápidas, lascollstantes de velocidad se obtuvieron mediante ajustes a una 

ecuación de primer orden, ecuación 4.2, En la Tabla 5.4 y Figura· 5.4 se presentan los 

resultados obtenidos. 

La dependencia lineal de kobs VS. concentración de calcio, Fig. 5.5, nos ind'ica qtle 

la reacción es de primer orden con respecto al metal y la constante observada de segundo 

orden, calculada como la pendiente de la línea recta, es de 0.037 Me] . Cabe señalar, 

que la aceleración observada en presencia de ión Ca2
+ es casi lOO.vecesmayor que ene! 

de ion del Mg2+. 

Sin embargo, para calcular la constante de velocidad de reacción con el 

hidroxocomplejo del ión Ca2
4- es indispensable evaluar la constante de formación de la 

especie activa CaOH+, que presumiblemente es la especie nucleofilica en este medio. 
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Tabla 5.4 Hidrólisis de BNPP. en 
presencia de Ca2

+ con NaOH 0,075 M 

Ca2+, mM kObsxl05,M"ls·1 

O 4.88 

1 7.81 

3 14.83 

5 19.20 

10 42.79 

44 

50 

45 

• 
40 

35 

}; 
30 

'w 25 
"b 
~ 20 
'§ • 
"" 15 

10 

5 

o 
0.000 0,002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012 

[CaZ,], M 

Figura 5.4 Datos de la Tabla 5.4 en forma grafica. 

(kobs/[OR]= 3.7±0.3x lO·2 M, R= 0.9918). 

La constante de fomlación se calculó a partir de los datos cinéticos obtenidas al 

variar la concentración de hidróxido manteniendo la concentración del metal fija e igual a 

0.005 M. Las constantes de velocidad de las reacciones donde se empleó menor 

concentración de NaOH (0.001 M Y 0.005M) se calcularon mediante ajustes a la ecuación 

de velocidad inicial (Ecuación 4.1), para lo que se consideró que al final de la reacción se 

produce sólo un ion nitrofenolato por molécula de sustrato. En otros casos fue necesario 

realizar un ajuste a la ecuación de primer orden (Ecuación 4.2). En la tabla 5.5 y figura 

5.5 se presentan los resultados obtenidos. 

En este caso se observa una "saturación" de kobs al incrementarse la concentración 

de NaOH; es decir, kobs llega a un valor máximo que ya no depende de la concentración 

de hidróxido. Este fenómeno no se observa en la figura 5.4 que corresponde a la 

variación de la concentración del catión metálico porque en este experimento la 

concentración del metal siempre es menor que la de hidróxido de sodio. Sin embargo, en 

las condiciones de la figura 5.5 podemos llegar a tener un exceso de OH' sobre el metal y 

esto nos permite ver que el efecto de saturación se debe a la formación del 

hidroxocomplejo metálico. 
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Tabla 5.5 Hidrólísis de BNPP en presencia de CaCl2 0.005 M. 

OH" 
. 

kobs xIQ5 S·I kobscorrx105 S·l al 

0.001 .0.72 0.346 

0.005 3.90 3.33 

0.01 6.67 5.86 

0.02 9.23 7.93 

0.05 13.18 lOAS 

a) valor corregido por la contribución de la velocidad de hidrólisis alcalina. 
~~------~--~----------------, 

10 

8 

o • 0.00 0,01 0,02 0,04 0,05 

Figura 5.5 Datos de la Tabla 5.5 en forma grafica. ((k,hSX[Ca2+]![o.f-f]= 14±0.gx]O"' M, 

KoH=69.9± 1 0, R2
= 0.9932). 

El esquema del mecanismo de la reacción se presenta en la figura 5.6. 
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k¡ 
OK + BNPP -- producto 

Ko,~ M" 

+ k 2 
MOH +BNPP -- producto 

Figura 5.6 Posibles rutas para la hidrólisis deBNPP. 

Debido a que la concentración de hidróxido en cada punto es variable, es 

necesario corregir las constantes observadas por la contribución de la velocidad de 

hidrólisis alcalina en cada punto. 

Las velocidades de hidrólisis alcalina en los puntos de interés se obtienen a partir 

de la gráfica 5.1. Se realizó el ajuste de los datos cinéticos de acuerdo con el mecanismo 

propuesto usando la ecuación 5.3, La eCUación explica la saturación en los valores de las 

constantes observables. Su desarrollo se presenta en el Anexo 3. Es una expresión 

parecida a la conocida ecuación de Michaelis-Menten, 

(5.3) 

donde [Mh Y [OHh son, respectivamente, las concentraciones totales de metal y de ion 

hidróxido, k2 es la constante catalítica de segundo orden y KOH la constante. de formación 

de la especie activa MOH- . 

Como resultado, se obtuvo la constante catalítica y la constante de formación del 

hidroxocomplejo de Ca2+. Su ~oniparación con los datos informados y un análisis más 

exhaustivo de los resultados se realizará más adelante. De acuerdo al ajuste realizado, la 

constante de formación del complejo catalítico CaOa' a 70 cs de 70 M"I Y el valor de 

k2 catalítica es 1.40x 1 0-4 
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. 5.1.5 Efecto del ión Sr2+ 

Los iones de estroncio y bario no se encuentran presentes en los sistemas 

biológicos, sin embargo, se esperaría que su comportamiento químico fuera similar al del 

calcio por pertenecer a la misma familia. La solubilidad relativamente elevada de los 

hidróxídosdeambos metales permitió incrementar las cóncentraciones del metal e 

hidróxido, y explorar su comportamiento en un intervalo más amplio, 10 cual no fue 

posible con los otros cationes estudiados. 

Las constantes de velocidad de las reacciones se calcularon mediante ajustes a la 

ecuación de velocidad inicial, para lo que se consideró que al final de la reacción se 

produce sólo. un iónnitrofenolato por molécula de sustrato. Se obtuvieron los sigui.entes 

valores. 

En presencia de sl", la reacción es de primer orden con respecto al metal. El 

efecto catalítico es moderado: la constante observada de segundo orden es de 7.32x 10.3 

M·ls·l . 

Tabla. 5.6 Hidrólisis de BNPP en 
presencia de Sr2

+ y NaOH 0.1 M. 

SrhmM kobsx 105 

O 6.28 

5 10.11 

10 13.58 

20 19.16 

30 29.04 

35 

3) 

• 
25 

"", 25 

~ 15 X$ 
.:.! 

10 

O+-~-,~-.----.-~-.---.--~.--
0.000 O.OCl5 omo O.D1S Q025 0.025 0.030 

[St"l.M 

Figura 5.7 Datos de la Tabla 5.6 en forma 

«kob.l[OH·]= 7.3±O.5 x IO-J M- l ,R"" 

0.9942). 
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La variación de la concentración de hidróxido a concentración fija del metal, da 

un comportamiento en el cual kobs llega a un valor máximo al aumentar la concentración 

de hidróxido, es decir se satura 5.8). Debido a la pequeña constante de formación de 

la especie activa SrOH+ la saturación no es muy pronunciada. Sin embargo, fue posible 

llevar a cabo el ajuste a la ecuación (S.3) (ver sección S.1.7). Los resultados obtenidos 

son los siguientes: la constante de fo~ación de la espeCie activa es 3 MI Y elvalor de la 

constante catalítica k2 es de 1.8x 10.2 Mls·l
• 

Tabla 5.7 Hidrólisis de BNPP en presencia de 

SrCh 0.005 M. 

[OH'],11 kobsx1Q5 s·11 kobsx105 S·I a) 

0.005 0.72 0.15 

0.01 1.23 0.42 

0.05 . 3.96 1.23 

0.07 5,00 1.31 

0.1 7.06 1.93 

0.15 10.22 2.69 

al valor corregido por la contribución de 

velocidad de hidrólisis alcalina 

l.ro 
• • 

1.00 

• 
noo+---r-~~~---.~~~r-~---,~ 

0.00 .0.02 0.04 0.00 0.00 0.10 0.12 0,14 0,15 

[fIaO-q,M 

Figura 5.8 Datos de la Tabla 5.7 en forma grafica. 
«kobs*Srl/[OH']=9±4X I0·5 M, KoH=3±1.6, 
R2=O.9831) 

Por lo tanto, es razonable pensar que la actividad moderada que se logra con Sr2
', 

se debe a que la constante de formación dela especie activa SrOW- es muy baja, y por 10 

tanto existe en una proporción muy pequeña en disolución. 

5.1.6. Efecto del iÓ11 Ba2
+ 

Este ión metálico tampoco se presenta en enztmas hídro!íticas pero se ha 

reportado en fomla cualitativa que el ión Ba2
+ aumenta la velocidad dc hidrólisis 
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diésteres fosfato (ver los antecedentes); no se han obtenido anteriormente los datos del 

efecto cuantitativo de este ión. 

La reaccÍón es de p~imer orden con respecto a1 metal, como podemos ver en la 

Fig. 5.9, la constante observada de! segundo orden es igual a 2.34x 10,3 M,l S'I, menor que 

en el caso de ciT y . Para evaluar la reactividad del hidroxocompletio, es necesario 

determinar la .constante deformación de la especie activa BaOH+. Como en los casos 

anteriores intentamos realizar esto variando la concentración de NaOH a una 

concentración del metal fija, Tabla 5.8. 

Tabla 5.8 Hidrólisis de B}"rpP en presencia de Ba2+. 
La concentración de NaOH empleada es de 0.075 M 

B"" mM 1 1<;.,"10' 

O 13.16 

5 4.84 

10 5.91 

20 8.88 

30 10.07 

11 ,----------.------------,,-. 

10 

9 

8 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

0+-~~r_~_r~--.---_.--~0r~--,_~ 

0.000 0.010 0.015 0.020 00250.030 

[Ba~,M 

Figura 5.9 Datos de la Tabla 5.8 en forma 
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«kob/[Ba2+J= 2.3±O.2x 10-3 M-ls·l" R= 0.9872). 

Al variar la concentración de hidróxido en la hidrólisis de BNPP, después de 

descartar la contribución del hidróxido iibre, se observa una contribución mínima por 

parte de la especie activa que incluye al metal. probablemente porque la constante de 

formación de la especie activa es muy pequeña. Debido a que esta constante no pudo ser 

determinada a partir de nuestros. datos cinéticos, se empleó la constante de formación de 

BaOH~ informada en la literatUra para la evaluación de la actividad catalítica de este ion 

metálico. 

Tabla 5.9 Hidrólisis de B:t\1J>P en presencia de BaCb 0.005 M 

OH kobs,106S·¡ 1 kobs COITx 106 S·1 al 

i 
0.005 0.80 O 

0.01 3.29 fO 
0.02 9.35 O 

0.05 22.49 0.92 

0.07 27.82 1.93 

a) valor corregido por la contribución de la velocidad de hidrólisis alcalina 

5.1.7. Resumen y análisis de resultados de la Itidrólisis acuosa de BNPP con metales 

alcalinotérreos. 

Las reacciones que ocurren en las disoluciones básicas de sales de metales 

alcalinotérreos pueden representarse esquemáticamente como se propone en la 

5.6. 

Aquí podemos ver que, la velocidad de reacción observada es en realidad la suma 

de las velocidades de dos reacciones paralelas. Por lo cual, la constante de rapidez 

observable puede obtenerse de la expresión (ecuación 5.4): 

I 
! 
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(5.4) 

donde k¡ es la constante de hidrólisis básica, k2 es la constante de segundo orden 

correspondiente ala reacción donde participan Jos hidroxocomplejos metálicos. Al 

mismo tiempo, la fracción de la especie activa [MOH+] se calcula a partir de la 

concentración conocida del metal empleado y de) grado decomplejación de éste. Por 10 

cual: 

(5.5) 

donde [M2+] Y [OHl corresponden a las concentraciones totales del metal ehklróxido 

presentes y KoH es la constante de fonnación de la especie MOH+. Esta ultima ecuación 

es aproximada y requíereque en el medio de reacción [OH" hOlal»[M2
+ ]10101. 

La hidróllsisbásica con constante de velocidad kl ocurre en todos los casos. Esta 

contribución a la velocidad de reacción depende sólo de la concentración de NaQH 

empleada, Por ello, es. necesario corregir los valores de las constantes observadas, 

restándoles la contribución del hidróxido, sobre todo,cuando ·Ia concentración de este es 

variable. 

Existen varias maneras de detenninarla constante catalítica de la hidrólisis debida 

a los hidroxocomplejosde metales alcalinotérreos. Las pendientes de las dependencias de 

k"bs. vs, [M2+]a una concentración de hidróxido fijá (constantes observadas de segundo· 

orden mencionadas anterionnente) nos dan valores de k2KoH[OH'1'(l+KoH[OH"]) 

en s-IM,I de acuerdo con la figura 5.6. Conociendo el valor deKoH y de [OR] se obtienen 

las constantes catalíticas de segundo orden k2 M·ls·1 También es posible obtener el valor 

de k2 a partir del ajuste a la ecuación (5.3) si se tienen las constantes de velocidad 

observadas eh ftillCión de la concentración de hidróxido a una concentración de· metal 

fija. Los valores obtenidos de ambas maneras se muestran en la tabla 5,10 
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Catión 

Ninguno 

Mg" 

Ca-

SrL
' 

Ba' 

(a) 

(b) 
(c) 
(d) 
(e) 
(f) 

Tabla 5.10 Constantes catalíticas de segundo orden k2 

k"bsS' M' (OH'], M KoH KOH k2 k2 k2 k, (l) 

M'I M'Ca) ,s~.IM:1 (b) s·IM·1 (e) s"M" (d) 
, 

0.00048 e 

0.00049 0.005 - 330 0.00079 - 026 

0.037 0.075 70.'0 36 0.051 0.028 0.044 1.8 

0:0073 0.1 2.94 8.4 0.016 0.018 0.032 0.13 

0.0023 0.075 - 5.2 0,0083 - 0.043 

Datos obtenidos de la literatura y recalculados a 70°C con los liHo 

correspondientes, (40) 

k2 a partir de k2KoH[OR]/(1 + KOH[OH'n Y KoH de literatura (40) 
Constantes obtenidas mediante ajustes a la ecuación (5,3), 
k2 a partir de de k2KoH[OH']/(1 + KoH[OH']) y KoH de ajuste a la ecuación 5.3 
kOH 

k3 = k2KoH s"M-2 

Es posible comparar los valores de k2 obtenidos por diferentes métodos para Ca2
+ y 

Sr2+. Como vemos en Tabla 5.10, los valores de KoH obtenidos para estos cationes de los 

datos cinéticos son diferentes por un factor de 2-3 veces respecto a los infonnados en la 

literatura (estos últimos fueron obtenidos mediante. técnicas potenciométricas), Debido a 

que es posible que el método cinético tenga más errores sistemáticos, consideramos que 

estas diferencias no son demasiado grandes, En general, los valores de k2 calculados por 

diferentes métodos varían entre los límites de 1.5-2 veces, Tomando en cuenta que los 

valores de KoH reportados en la literatura pueden tener menores errores, consideramos 

más exactos los valores de k2 en la sexta columna de la Tabla 5.10. 

Además de comparar los valores de k2 podemos analizar también los valores de las 

constantes de tercer orden k3=k2KoH' La constante de velocidad k3, S'I M '2 corresponde a 

la reacción de tercer orden entre el catión metálico, BNPP y OH", Y es útil para comparar 

la reactividad catalítica de los cationes en bajas concentraciones de OH-, es decir, lejos de 

la "saturación". A bajas concentraciones de hidróxido la concentración de las especies 

actÍ\'as MOH+ es proporcional a KOH, mientras que a alta concentración de OH" todo el 

metal se transfom1a en el hidroxocomplejo y en estas condiciones la velocidad observada 



correlaciona con k2• Otra aplicación posible de los valores de k3 es el cálculo de las 

constantes de estabilidad de complejos metálicos con el estado de transición de la 

reacción de hidrólisis, 

Revisando los resultados de la tabla 5.10 se observa que toctaslas especies MOH+ 

tienen mayor reactividad que el ion hidróxido libre. Esto tlaramente indica. una 

contribución del ión metálico en la activación del susttato. Si el papel del catióll.fuera 

únicamente el de aumentar el valor de la constante de auloionización del agua coordinada 

(por estabilizar el Ión OH'), .elevando de esta manera la concentración de OH- en la 

disolución, las especies MOH+ deberían tener una reactividad menor que la del OH' libre 

debido a que la basicidad del hidróxido disminuye por efecto de coordinación. 

Todos estos cationes forman principalmente enlaces iónicos con átomos 

donadores de electrones. La cara~terlstica más simple de la energía de interacción 

cou16mbica es la relación de la carga al cuadrado por el radio iónico (z?lrt>_ Ya que todos 

cationes tienen la misma carga podemos buscar una correlación de las constantes de 

velocidad simplemente con el valor de lIrYS
) La Figura 5,10 muestra los logaritmos de 

las de velocidad k2 y k3 así como las constantes de formación de 

hidroxocomplejos KoH en función de lIri. Se observa una lineal únicamente para 

el logKoH. La. pendiente es positiva como se esperarla de acuerdo con el modelo de 

interacción electrostático entre el catión metálico y el anión Para las constantes de 

velocidad las dependencias no son monotónicas: se observa un máximo para Cal
4-. Esto 

indica la importancia de contribuciones adicionales a la en el efecto 

catalítico. 
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Figura 5.10 Correlación de los parámetros cinéticos y KoH con inverso del radio iónico. 

Para interpretar el mecanismo catalítico es importante establecer las propiedades 

de los cationes relevantes. Los parámetros incluidos en la Tabla 5,11 se emplearon para 

interpretar o predecir 'las constantes de estabilidad de los complejos metalicos con 

diferentes Ui".'alU'_'" en medíos acuosos con base en la ecuación multiparamétrica 

donde E es la contribución del enlace jónico por parte del metal (A) y del 

es la contribución del enlace covalente y D el efecto estérico. 

Tabla 5.11 Características de los cationes de metales alcalinotérreos. (36,e) 

(5.6) 

(B), C 
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Si consideramos al estado de transición de la hidrólisis como un ligante, es 

razonable suponer quelos parámetros responsables por su interacción con el ión metálico 

serán los mismos. Los parámetros Ea, Ce)' Da para el estado de transición se desconocen 

lo que impide estimar cuantitativamente a partir de'la ecuación 5;6 la afinidad de los 

iones metálicos hacia el estado de transición, y, por 10 tanto, sus actividades catalíticas. 

Además,la eCuaciÓn5.6 se,~plicaaljgantes monodentados mientras que el estado de 

transición de lahldrólisis debe considerarse como un "ligante" polidentado (más adelante 

se presentan las estructuras posibles). Sin embargo. podemos esperar una correlación de 

las constantes de velocidad en presencia de iones metálicos con los parámetros de la 

eCuación (5.6). 

Como se observa en la Tabla 5.11, los parámetros EA y CA disminuyen 

" . ') d' M 24 

monotomcamente a pasar e ,g' a , mientras que la reactividad de los 

hidroxocomplejos pasa por unmáximo. A primera vista la dísminución de la reactividad 

de podria atribuirse,a un efecto estérico ya que el valor de DA para otros cationes es 

igual a cero. Sin embargo; paraelligante Da,esuo parámetró atómico y para'átomos de 

oxígeno DB=oP6) Entre los parámetros presentados, el parámetro con un máximo para el 

ión Ca2
+ es la ionicidad (lA) definido como la relación (~6) La ionicídad 

representa la tendencia relativa entre dos especies a formar un enlace iónico y 

correlaciona con el orden de "dureza" de cationes definido por PearsonY6) El parámetro 

no representa una medida de ,la energía de interacci6n, sino del "tipo de enlace" y por 

esto no es evidtmteuna correlación entre la reactividad observada y este parámetro. 

Un tratamiento útil para la interpretación de los datos y diseño de nuevos sistemas 

catalíticos ha atraído atención recientemente: el efecto catalítico es interpretado en 

términos de la complejación del catalizador con el estado de transición de la reacción no­

catalítica.(38) 

Este enfoque es particulamlente útil para la catálisis con iones metálicos ya que 

permite tratar al estado de transición como un "ligante" para el catalizador metálico y 

aplicar en catálisis los conceptos de química de coordinación dcsanollados para estudios 

de equilibrios en disolución. 

-
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En el caso particular de [a catálisis de hidrólisis alcalina con iones metálicos es 

necesario considerar el siguiente ciclo: (38) 

AGM(O'F - RT'nKM(O'l I 
S + MOH+ 

AG*M(OH) 

T* 

AG~t(T')= - RTlnK*MT 

Figura 5.1 Ciclo termodinámico para la hidrólisis del sustrato S en ausencia y en 
presencia de un ion metálico. 

donde ~G*OH es la energía librede activación de la hidrólisis alcalina, ~G*M(OH) es la 

energía libre de activación de la hidrólisis por interacción del sustrato fosfodiéster (S) con 

elhidroxocomplejo M(OHt, ~GM(OH) es la energía libre de complejación de OH" con el 

catión metálico y L\Ulun'*, es la energía libre de complejación del metal con el estado de 

transición T* de la S y OE de acuerdo con la ecuaciói15,7: 

M+T* M(T*) (5.7) 

A partir del ciclo mostrado en la Fig5.11 se obtiene la relación (5.8}: 

o en términos de las constantes de velocidad y equilibrio: 
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logK'MT = log{k 2 { ) + log 
/kOH 

(5.9) 

En la Tabla 5.lZ se presentan valores de logK*MT junto con los logaritmos de las 

constantes de estabilldad de complejos de iones metálicos a1calinotérreos con algunos 

ligantes seleccionados para su comparación. 

Tabla 5.12 Logaritmos de constantes de estabilidad de complejos de cationes de metales 
alcalínotérreos con el estado de transición de la hidrólisis de BNPP y con algunos ligan tes 

seleccionados (datos para PhOPo.t dere[ 41, otros de re[ 40). 

Catión logK*MT a I logK 

Phopo/I HOCH¡CO, , - H¡NCH¡CO¡' 
M'2+ g 2.74 1.53 1.33 2.22 

Ca2
'" 3.58 1.45 1.62 1.39 

sr'l+ 2.43 1.26 1.30 0.91 
Ba2+ ,1.95 1.19 l.01 0.77 

" a) Calculado con la ecuaclOn 5.9 a partir de resultados de la tabla 5.10 

La estructura propuesta del estado de transición T* para la reacción de hidrólisis 

alcalina de un fosofodiéster es una bipirámide trigonal con los grupos entrante y saliente 

en posición (ver antecedentes): 

T* 

Fig. 5.12 Estado de transición de la reacción 

La reacción con el hidroxocomplejo metálico probablemente transcurre a través 

de la fonnación reversible de un complejo inestable entre el anión del fosfodíéster y la 

especie M(OHr sobre el cual se realiza el ataque nucleofilico del OH- coordinado hacia 

el fosfodíéster como se muestra hN,rnC'nl", en figura5.13. 
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El estado de transición al cual el sistema llega inmediatamente después del ataque 

nucleofilico debe tener la estructura (a), sin embargo es posible que junto con la 

formación del enlace P-OH ocurra una migración del catión metálico para formar la 

estructura (b) que podría tener menor energía. Aparentemente ambas estructuras pueden 

considerarse como complejos del estado de transición de. la reacción no-catalítica con el 

ión metálico; estos "complejos" tienen constantes de estabilidad K*MT, 

o 

M(T*) 

FiguraS.l3 Mecanismo propuesto para la reacción entre hidroxocomplejos 

metálicos y un fosfodiéster. 

Los complejos (a) y(b) son diferer.tes en varios aspectos y uno de los posibles 

enfoques para discriminar entre ellos es comparar la tendencia de los valores de K*MT 

para diferentes metales con las tendencias en las constántes de estabilidad de complejos 

d(': los mismos cationes con)igantes que imiten algunos de los aspectos de coordinación 

que aparecen en los complejos (a) y (b). Por ejemplo, los complejos metálicos con 

dianiones de monoésteres fosfato como PhOPO/' (Figura 5.14) pueden considerarse 

como posibles análogos del complejo (ay, Los complejos metálicos con el anión del ¡kido 

láctico, donde la coordinación ocurre con la participación de un grupo oxo aniónico y 

otro grupo hidroxilo 5.14), son posibles análogos del complejo (h). Como vemos 

de los datos presentados en la Tabla 5.14, los valores de logK*MT no correlacionan con 

10gK para el mono éster, pero 'muestran una buena correlación con 10gK para lactato .. Es 

interesante, que si se cambia el grupo OH de lactato por NH2 en el glicinato, se espera 

que la geometría de coordinación no se modifique ya que sólo cambia el tipo de átomo 
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donador (ver la última estructura de la Figura 5.14), sin embargo, la correlación con logK 

desaparece (ver la últimacolumnaen la Tabla 5,10), 

Figura. 5.14 PosibleS imitaciones del tipo de coordinación del Ión metálico en los 

estados de transición (a) y (b). 

En conclusión, los resultados del estudio de la actividad catalítica de metales 

alcalinotérreos en la hidrólisis de BNPP indican que las formas activas son complejos 

M(OHf y que se observa el máximo efecto catalítico para el catión de Ca2
+, Una posible 

explicación de por qué se observa mayor actividad con este catión, es su capacidad de 

formar complejos cíclicos más estables al coordinarse simultáneamente con los grupos 

o-y-OH. 

5.2. Efe.cto de DMSO 

Como se expuso en los antecedentes, cambio del medio de reacción puede 

afectarla velocidad y hasta el mecanismo de una reacción. 

Un disolvente dipolar aprótico, como el DMSO, puede incrementar la constante 

de ve1:ocidad de segundo orden para una reacción entre dos especies aniónicas, con 

respecto a su velocidad en agua, desestabilizando los reactivos aniónÍcos. debido a la 

pérdida de los enlaces de hidrogeno con las moléculas de disolvente yala disminución 

de energía de activación totaL Al mismo tiempo, al cambiar de agua aun disolvente 

orgánico de menor constante dieléctrica, Jasinteracciones· iónicas se incrementan 

produciendo mayor repulsión entre especies reactivas; este factor disminuye la velocidad. 

Entonces, en términos el efecto de un disolvente 'en este caso 

DMSO, sobre la rapidez de la reacción de la hidrólisis alcalina de un fosfodiéster 

ser tanto positivo como negativo. 



-
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La .constante de interacción entre el ión metálico y el hidróxido aumenta en un 

disolvente orgánic.o. Lo mism.o .ocurre c.on la interacción de la especie catiónica MOH+ y 

el anión del f.osf.odiéster. C.onsiderand.o 1.os resultad.os .obtenidos para la hidr.ólisis acuosa 

de di ésteres f.osfat.o en presencia de metales alcalin.otérreos, se puede prop.oner J.o 

siguiente. L.os i.ones de estr.onci.o y bari.o, resultar.on ser buen.os catalizad.ores en agua en 

f.orma de MOH+ per.o, debid.o a las interacci.ones débiles entre el metal y el OH", estas 

especies activas sól.o existen en bajas c.oncentrll,ciones. Las mismas especies se 

presentarán en una mezcla agua - dis.olvente .orgánic.o aún utilizando c.oncentraci.ones de 

metal e hidróxid.o más diluidas. Además, la interacción entre especie catiónica MOH+ y 

el anión del f.osf.odiéster se ve fav.orecidaen medi.os con men.or constante dieléctrica. P.or 

estas raz.ones es de esperarse que los. cationes de metales tengan un efecto catalítico más 

grande en DMSO que en agua. 

5.2.1 Hidrólisis básica de BNPP 

L.os primeros experiment.os se llevar.on a cab.o utilizand.o NaOH com.o fuente de 

OH" pero se .observó que el hidróxid.o de s.odi.o es poc.o s.oluble en mezclas DMSO-agua 

que c.ontienen más de 80% de DMSO v/v. Se decidió emplear c.om.o base Bu4NOH, 

hidróxid.o de tetra(n-butil)am.oni.o, por ser más s.oluble en est.os medi.os. C.omparand.o l.os 

resultad.os .obtenid.os c.on ambas bases se .observó, que l.os i.ones Na+ tienen un efect.o 

catalític.o específico. 

Primer.o, se c.omparan l.os resultad.os para estas d.os bases y su1¡ .efect.os en la 

hidrólisis de BNPP en diferentes p.orcentajes de DMSO. Vale la pena aclarar que se 

encontrar.on algunas dificultades para cuantificar el product.o, p-nitrofen.olat.o, ya que 

conf.orme se incrementa la c.oncentración de DMSO el máximo de absorción en su 

espectro se desplaza y el valor de la abs.ortividad molar (t:) aumenta. Se decidió medir 

t: en todos experiment.os por adiciones estándar de nitr.ofen.olato a cada mezcla DMSO­

agua utilizada (l.os val.ores obtenidos se pueden c.onsultar en la parte experimental). Tod.os 

l.os experimentos se realizaron a 25°C. 
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Tabla 5.13. Hidrólisis básicadeBNPP a concentración de DMSO variable en presencia 
NaOH 0.03 M 

%volDMSO k.obsx lO" S·l 

O 0.48 

50 0.61 

70 1.16 

80 2.92 

90 16.4 

95 9.22 

Tabla 5.14. Hidrólisis básica de BNPP a concentración de DMSO vmiable en presencia 
de Bll4NOH 0.075 M 

%voldeDMSO kobsx 10ó s·1 

O 0.73 

50 ! 0.48 

60 0.46 

70 0.62 

80 0.79 

90 2.89 

95 2.39 

datos obtenidos en ambos casos, Tablas 5.13, 5.14 Y Figura 5.15, se 

compararon entre sí y se observó que en presencia de iones Na+ la velocidad es mayor 

para concentraciones de DMSO elevadas aún cuando la concentración de hidróxido 

empleadaes menor que en el caso de Bu4NOH. 
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Figura 5.15. Resultados de las Tablas 5.13 y 5.14 en fom111 grafica. 

Al variar la concentraCión de DMSO la rapidez la reacción inicialmente 

disminuye pero cuando la cantidad de DMSO se incrementa por arriba 

valor de la rapidez aumenta bruscamente en comparación con el valor 

80% v/v,. el 

en agua. 

No es hacer un tratamiento de los resultados obtenidos como un efecto del 

en términos de la ecuación (2.1) porque en la literatura solamente se 

encontraron infom1ados valores de t:.Go tr(OH) para mezclas DMSO-agua que contienen 

menos de 80% de DMSO y lQS valores correspondientes para el sustrato son 

desconocidos. Como un primer paso en la interpretación se presenta una con'elación 

sencílla entre y el inverso de la constante dieléctrieá D, Figura 5.16 
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Figura 5.J6 Correlación entrelogkobs y el inverso de la constante dieléctrica Dpara la 
cínética de hidrólisis de BNPP en mezclasDMSO-aguacon BlL¡NOH como base. 

Como es claro de la gráfica, la correlación es pobre y además indica un aumento 

de la velocidad en medios.con valores de DpequeñQS lo cual nO es logico desde el punto 

de vista electrostático; en lahidróllsis alcalina la repulsión entre dos cargas negativas es 

muy fuerte. Sin . embargo. hay que considerar otras propiedades del medio que también 

son importante.s. 

Otra opción es correlacionar los resultados cinéticos con los parámetros empíricos 

de polaridad, acidez y basiCidad(l8); a partir de la ecuacÍón (2.7) se plantea la ecuación 

5.10. 

fogk"" sxSP + axSA + bxSB + logkn (5.10) 

donde SP esunpatámetrode polaridad de disolvente,SA de acidez y SB de basicidad. 

la Figura 2.8 se presenta la variación de los tres parámetros en mezclasDMSO-agua: 

su comparación con la FigUra 5.17 permite ver que el logk correlaciona con el parámetrQ 

SP. 
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Figura 5.17. (A) El parámetro de polaridad del disolvente (SP, línea) y 
(puntos) para la hidrólisis de BNPPen función de la composición de la mezcla 

DMSO-agu,a. (B) Gráfica de logk VS. SP. 
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En la Figura S,17(A) los valores de logkobs se sobrepusieron con los de SP. 

Aparentemente los perfiles son parecidos, sínembargo, la 

m"lj.estra una gran dispersión, Fig5.1 7B. 
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Figura 5.18 Los parámetros empíricos del disolvente (1ín~'ls sólidas) y 
logk (puntos) para la hidrólisis de BNP? en función de la composición de 
la mezcla DMSO-agua. 

En la 5.18 están sobrepuestos los. datos cinéticos con tres 

empíricos del disolvente. En est.a se ve que SP tiene muy poca variación <jI 
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compararlo con lós otros dos parámetros y es poco probable que la polaridad sea un 

parámetro decisivo en el incremento de la velocidad. La regresión multiparamétrica de la 

ecuación 2.7 da una correlación satisfactoria con los parámetros de la ecuaéÍón 5.11 (la 

línea punteada de la Figura 5.18 es un perfil teórico calculado con la ecuación 5.11). 

logk - (15.0±3.6)SP - (7.2±1.3)SB - (5.7±l.O) SA + (20.5±4.5) (5.11) 

Un análisis de esta ecuación nos indica que los tres parámetros contribuyen a la 

velocidad con coeficientes negativos. Esto quiere decir que la velocidad de hidrólisis se 

ve favorecida cuando disminuye significativamente la. acidez del medio (SA); esto está 

relacionado con una menor solvatación del OH', es decir la "desestabilización" del 

nucleófilo. Este efecto, sin embargo, no produce una aceleración tan grande como se 

observa con los ésteres de áCidos carboxilicos (ver antecedentes) porque esta compensado 

pQr los efectos desfavorables del aumento de polaridad y de hasicidad del medío, Un 

medio más polar debe estabilizar más el. estado inicial que el estado de transición que 

tiene la carga deslocalizada. Es dificil explicar el efecto de basicidad. El parámetro SS 

refleja capacidad del disolvente de aceptar protones y estabilizar las especies que son 

ácidos de Lewis (cationes metálicos, etc.). La hidrólisis alcalina de BNPP por Bll4NOH 

no incluye ni la transferencia de un protón ni la participación de algún catión. Podemos 

pensar, sin embargo, que es importante la solvatacióndel fósforo(V) BNPP que es un 

centro ácido en témúnos deLewis. Es posible que para el estado inicial (tetraédrico) la 

so[vataeÍón del fósforo(V) sea más fuerte que en el estado de. transición 

(pentacoordinado), al menos por razones estéricas, dando como resultado que el estado 

inicial fuera más estable con una consecuente disminución de 1a veloc.idad de la reacción: . 

Para los estudios subsiguientes se seleccionÓ la mezcla DMSO-:agua con 90% de 

DMSO v/v que corresponde al máximo de velocidad observado, En esta mezcla se 

estudió el efecto de la concentración de OH', empleando ambas bases, Tablas 5.15 y 

Figura 5.19. Como se ve de estos datos, en ambos casos hay una dependencia lineal entre 

kohs Y la concentración de base con una pendiente mayor para NaOH que para Bu~NOK 

concordando con los resultados previos. 



5. Resultados 66 

El catión n-BI4N+ es un catión grande con carga muy dispersa, por 10 cual es poco 

probable que pueda participar en la reacción formando pares ¡ónícos con los reactivos. 

Por esto, es razonable atribuir el efecto catalítico sobre la react;íón con BU4NOH en 90% 

DMSO, Um.calUe1t1te al los cambio.s que sufre el Ión hidróxido en este medio. Por otro 

lado, cuando se emplea NaOH, se observa un efecto catalítico por parte de ión metálico. 

Tabla 5.15 HidrólisÍs básica de BNPP en 90 % de DMSO con diferentes bases. 

NaOH,M , S 

0.001 
1
0.17 

0.003 0.51 

0.005 11.13 

0.007 1.06 

0.01 1.36 

0.015 2.41 

0.02 3.12 

30 NaOH 

25 
"7w 

20 

15 

iO 

5 

·1 

O.Oi 

BI4NOH,M 

0.01 

0.03 

0.05 

0.075 

0.1 

0.06 

[OK),M 

o 

kobsx 1 06
, s·1 

0.13 
I 

0.49 

1.61 

2.74 

3.44 

0.08 0.10 

Figura 5.19 Resultados de tabla 5.15 en forma 
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5.2.2 Efecto de metales alcalinos en la reacción. 

El hecho de encontrar un efecto catalítico con el catión de sodio nos llevó a 

investigar si la interacción con este catión era específica ose trata de una f,mua de 

"efecto salino" que se observa para cualquier catión alcalino. Se decidió comparar las 

veloci<iacles entre los cloruros de Li+, Na+ y K+, TablaS.llS y FiguraS20. 

Como ya se mencionó anteriormente, el sodio no tiene ningún efecto catalítico 

específico sobre la rapidez de la hidrólisis de BNPP en ag;ua donde la adición de NaCl 

produce un efecto salino positivo .como se espera del modelo de Debye-Hückel (capítulo 

5.1.2), Sin embargo, al aumentar la concentración de DMSO se observa que el efecto del 

ion sodio aumenta significativamente. 

Tabla 5.16. Efecto de cloruros de metales alcalinos sobre velocidad 
de hidrólisis alcalina de BNPP en presencia de BU4NOH 0.03 M. 

LiC!, Mlkobsxl07 s·l NaCl,M kobsx 106 S·l KCl,Mj kObsxl06 S·I , 
O 4.7 O 0.47 O I 0.47 

! 0.005 1.11 
1 

0.01 9.08 0.01 2.69 0.01 ! 1.86 

0.015 6.84 0.02 6.28 I 
0.03 10.34 0.03 8.93 0,03 I 3.31 

0.045 13.39 0.045 14.85 , 0.045 I 5.52 
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Figura 5.20 Efecto de los cloruros de metales alcalinos sobre la velocidad de hidrólisis 

de BNPP en DMSO 90 % v/v, Para hacerlos ajustes se utilizó la ecuación 2.6. 

Como vemos en la figura 520 las dependencias de constantes de velocidad de la 

concentración de la sal añadida son lineales, lo que permite comparar fácilmente el efecto 

de cada sal. a partir de valor de la pendiente que corresponde a k2 M-Is·1. De aquí 

podernos ver. que el efecto de NaCI es 3 veces mayor; que el de KCl y casí 10 veces 

mayor que el de Líe!. 

Las dependencias obtenidas se ajustan muy hiena la ecuación empírica 2.6 

aplicable paraelefecto de fuerza i6níca en medios ncracuosos, por lo cual,se informan 

los parámetros A y c* obtenidos, Tabla 5.17. 
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Tabla 5.17. Parámetros de la ecuación (2.6) 

para el efecto de los cloruros de metales 

alcalinos en la hidrólisis de di ésteres fosfato. 

Sal k2104 M-I s·1 A I c* 
, 

NaCl 3.63 1,73 0,0089 

KCl 1.07 0,73 0,0013 

LiCI 0.22 1 1,01 0,017 

Para este medio no se conocen las constantes de formación de las especies con 

posible actividad catalítica{hidroJ(ocomplejos metálicos), 5111 embargo, se observa que el 

Ión litio con menor radio jónico es el peor catalizador de la reacción. En el caso de LiCl, 

el parámetro A de susceptibilidad de la reacción es prácticamente 1,10 que corresponde a 

una Teaccióncon efecto salino "normal", atribuido sólo al cambio de pennisividad 

eléctrica del medio.(ló) 

Al aplicar la ecuación de Debye-Hückel (5.2) para interpretar el efecto salino 

sobre el cambio de rapidez de hidrólisis alcalina de BNPP obtenemos el mismb resultado. 

DMS090%.v/v el efecto salino es mas pronunciado que en. agua, debido a que el 

valor de la pendiente en lagrafica de logk vs. f5 es proporcional á (1/D)3/2, La constante 

dieléctrica del medio (D=58.5)(191 es 35% menor que de agua pura (D=78.6i I91, Esto 

im.plicaque en presencia de NaCl 0.045 M (la máxima concentración usada) el 

incremento de velocidad, de acuerdo con la ecuación (5.2) para un disolvente con 90% 

v/v DMSO.y agua, debe ser alrededor de 2 veces. El efecto observado para los iones 

y K+es un orden de magnitud más grande. Por otro lado, el aumento de rapidez de la 

reacción observado en presencia de 0.045 M LíCl es 2.8 veces 10 que es cercano al valor 

esperado para un efecto salino de Debye-Hücke1. 

resumen, se encontróque el ion Lt (que tiene un radío pequeño), no afec~a la 

velocidad de la reacción de manera el ion K+ con radio iónico y carga 

dispersa acelera. la reacción pero en menor grado que el ion Na C de radio intermedio. Es 

probable, que el Ión Na+ neutralice eficientemente la carga sobre el sustrato y al mismo 
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tiempo sea suficientemente .pequeño para pennitír el ataque nucleofilico de OH- al 

fósforo. Otra explicación posible del máximo que se observa en el caso de Na+ considera 

dos tendencias opuestas. Los cationes pequeños pueden interactuar fuertemente con el 

sustrato yel estado de transición debido a que poseen mayor densidad de carga, al mismo 

tiempo su energía de solvatación es mayor, lo que hace estas interacciones 

energéticamente desfavorables. La acción de ambos procesos crea un óptimo entre,la 

densidad de carga y tamaño del ion. 

5,2.3 EfectiJ de Mg 2+ 

Al emplear DMSO se logró evitar el problema de precipitación de hidróxido de 

magnesio. Se observó que el efecto en presencia de BU4NOHera relativamente pequeño. 

Sin embargo, al utilizar NaOH como base elefecto catalítico fUe sorprendente. 

Los ajustep de las curvas cinéticas se llevaron a cabo con 3 ecuaciones diferentes: 

ajuste lineal cuando se hidrolizaba menos de 15 % de BNPP, ecuaciqn de primer orden 

cualldoel rendimiento variaba de 15 a 100 % de nitrofenol, y ecuación de primer orden 

parados procesos consecutivos cuando la cantidad de nitro.feno.lato liberado. superaba la 

cantidad de Bl':JPP presente.' 

Los resultados obtenidos con ambas bases están en Tablas 5.18 y 5.19 Y en fom;¡a 

gráfica en las Figuras 521 y 5.22. Se puede observar que la reacción en presencia de 

NaOH tiene un máximo fácilmente detectable, cuando la relación de Mg 1+ Y NaOH ~s 

alrededor de 2:5. Podemos suponer, que existe una especie activa en estas 

concentraCio.nes de reactivos, que al vanar la concentración desaparece, para dar lugar a 

las espeCies no reaétivas, por ejemplo, el complejo Mg(OH)2' Para comprobar esta 

suposición, a continuación se hicieron varias titulaciones potencio métricas tanto en 

ausencia co.mo. en presencia de Na+ que se discutirán más adelante. 
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Tabla 5.18 Hidrólisis alcalina de BKPP en 
DMSO 90 % v/ven presencia de iones Mg2+ 

2 mM empleando NaOH como base. 

[OH'], M k¡ X 104 S·l 

0.001 OAO 
'7., 

0.002 4,6 

0.003 7,6 

0.004 12.9 

0.005 13.7 

0.006 7.0 

0.007 1,3 
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Figura 5.21. Datos de la tabla 5.18 en forma gráfica 

Tabla 5.19 Hidrólisis alcalina de BNPP en 
DMSO 90 % v/ven presencia: de iones Mg2

+ 

2 mM empleando BlL¡NOH como 
base. 14 

mr,M kobsxl06s·1 12 

0.001 5.76 10 

0.002 8.20 <1 

0.003 9.21 6 

0.004 11.86 4 

0.005 18.76 2 

0.006 21.02 o 

0.007 21.39 0.000 

• • 

• • 

• 

• 
• 

0.001 0.002 0.003 0.004- 0.005 0.006 -0.'007 

[NaOH).M 

Figura 5.22 Datos de la tabla 5.19 en fom1a gráfica 
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Podemos ver, que aún en presencia de BU4NOH el efecto catalítico porparl.e del 

ion Mg2+ es más grande que cuando se usaron metales alcalinos y que el ion sodio 

aumentadrásticarnente la actividad catalítica observada. Sin embargo, al agregar este ion 

en forma de NaOH, se desconoce la relación precisa de Mg~Na necesaria para lograr el 

máximo de actividad cataIftica. 

Las siguientes tres series de experimentos fueron llevados a cabo de la siguiente 

manera: a una disolución de MgCh 2 mM en presencia de BU4NOH 5 mM usanqo como 

disolvente una mezcla de DMSO-agua 90 % v/v, se adicionaron cloruros de metales 

alcalinos a diferentes concentraciones, Tabla 5.20 

Los resultados obtenidosemph~ando litio, sodio y potasio están en la gráfica 5.23. 

El efecto promotor de los cationes sigue el mismo orden que al acelerar la hidrólisis 

alcalina con Bil4NOH: L¡+ < <Na+ (comparar figuras 5.20y 5.23). Sinembatgo, aún 

para litio el efecto es cercano a 10 veces, esto es, mayor que el esperado por un simple 

efecto salino. Además, los perfiles de velocidad vs; concentración de la sal tienen formas 

diferentes. 

Tabla 5.20 Hidrólisis deBNPP en DMSO 90 % en presencia de iónesMg2~ 2 mM y 
diferentesconcentráCÍones de sales de metales alcalinos. [Bu4NOH}= 5 mM 

j 

LiCl,M 1 kobsX 106 
S·l NaCl, M k"bsx105 s·l KC1M kobsx 105 S·I 

O 7.77 10 0.48 O 0.58 

0.001 l7.99 0.001 0.35 10.001 3,21 
I 

0.0025 9.87 0.0025 0.95 0.0025 
i 
20.32 

0.005 
1

13.92 0.005 81 0,005 20.75 

0.006 15.77 0.006 I 126 0.006 j26.1O 

0.0075 51.82 0.0075 ji 04 . 0.007.5 26.57 

0.01 60.85 - I 0.01 ! 23.56 
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Ka 
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0.000 0.0020.004 0.006 0.008 0.010 

[MCI]. M 

Figura 5.23 Efecto de los cloruros de met~les alcalinos sobre la 

velocidad de hidrólisis deBNPP en presencia de iones Mg2+en 90% 

DMSO. 
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En el caso de la hidrólisis alcalina con 13I.l.(NOH, la adición de lasa! aumenta la 

velocidad proporcionalmente a su concentración de tal manera que k.,l>s es una función 

lineal de la concentración. En el caso de la reacción en presencia de Mg2+el valordekobs 

crece. rápidamente en un intenraJo de concentraeción·. de la sal estrecho y después 

permanece prácticamente constante. Este comportamiento concuerda con la forrilación de 

un complejo con gran actividad catalítica, si se comprara con Olros cationes metálícos. 

Los resultados de la titulación potenciométrica (ver abajo) indican la formación 

de· sólo· una especie .hidroxilada en las disoluciones que contienen MgCh y Bu4NOH, 

Mg(OHk. Entonces, un esquema posible del efecto de los iones alcalinos es el siguiente: 

Mg(OH)2 + BNPP ~ productos _ de _ hidrólisis 

Mg{OH)2 +nM+ ~M"Mg(OH)/~ 

M pMg( OH) 2"" + BNPP ~ produclOs hidrólisis 

y la ecuación correspondiente para k"bsqueda de la fonna: 

(5.12) 

¡P;;¡;;! N 
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(5.13) 

En la Figura 5.24 se muestran los ajustes de los resultados para las tres sales 

empleadas. Un ajuste satisfactorio requiere valor de "n" igual o mayor de 3. Esto 

concuerda con lo informado en la líteratura:(23) una catálisis con diversos metales 

alcalinos en medíos no acuosos (el trabajo citado se llevó a cabo en etanol). Los 

parámetros de los ajustes con n=3 están en la Tabla5.21. 

8.00007 1 

0-1 0.000il5 • 

"", 0.00004 

)0.= 

1l.00002 

.. .. 
0.00001 

0.00000 
0.000 0.002 ()JXJ4 0.000 lLOO8 MiO 

[UOj,M 

0.0014 

.. 
00012 

Q.0010 • .. 

~'" 0.0008 

.) DOOQ(¡ 

0.0004 

0.0002 

0.0000 • 
O.OOiJ lU:í02 0.004 0.0060008 amo 

[NaOj, M 
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Figura 5.24 Ajustes de los resultados para el efecto de KCl sobre la velocidad de 
hidrólisis de BNPP en presencia de iones Mg2

+ a la ecuación 13) con n=3. 

Tabla 5.11 Parámetros de ajuste de efectos de sales de metales alcalinos sobre la velocidad 
de hidrólisis de BNPPen presencia deMgCh usando la ecuacíón(5.13) con n""3. 

k¡[Mg(OH)2], S,I Kn M'3 

LíCI . (L4±O.5)xl0-4 (7.6±3.5)xIO' 

NaCl O.OO13±O.üOO2 (1.4±O.5)x 1 O 

KCl (2.5±O.1)x 10"'< I (2:0±O.5)xl0' 

Según el esquema 5.12 la "saturación" observada a alta concentración de la sal 

debe a la transformación completa de Mg(OHha un complejo MnMg(OH)r. Elajuste 

de los, resultados a la ecuación (5.13) requiere de valores muy altos de Kn, lo cual no 

resulta raZonable. Por otro lado es necesario tomar en cuenta que, en condiciones a las 

que se hizo el experimento, se tiene muy baja concentración del sustrato aniónico BNPP 

comparado con las concentraciones de metales.' Por esto la "saturación" puede reflejar un 

alto grado de complejación del sustrato con la especie MnMg(OHhn
+. El esquema 

correspondiente incluye el sistema de ecuaciones 5.14 

Mg(OH)2 + BNPP~> productos hidrolisis 

M"Mg(OH)2(BNPP)"-' 

productos de hidrolisis 

{5.14) 
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y la ecuación correspondiente para kobs, ecuación 5.15, tiene una forma indistinguible de 

la ecuación 5.13: 

Para establecer cuáles son las especies presentes en el sistema realizamos la 

titulación potenciométrica de MgCben presencia y en ausencia de Na+ con Bu4NOH en 

DMS090 % Figura 5.26. Para garantizar que al inicio de la·titulacrón la disolución 

no contiene. hídroxocomplejos metálicos, se afiadióHCl 1 mM. La titulación del exceso 

de ácido fuerte sirvió además para comprobarla calibración del electrodo que en un 

medio con alta concentración de DMSO y baja concentración de agua puede ser poco 

reproducible .. 

18 

16 

14 

12 

~ 
10 

1) 

6 

4 

2 

0.0 0.5 1.0- 1.5 2.0 2.5.30 3.5 4.0 4.5 5.0 55 6.0 6.5 7.0 

a 

Figura 5.25 Titulación potenciométrica de MgCh 2 mM sólo y en presencia de NaO 6 
mM. En. ambos casos la disolución contienel mM de HCl añadido p:;¡ra suprimir la 

. formlj.cíón de hidroxocomplejos met¡\licosal inicio de titulación. Las lineas son fas 
petfilesteóricos generados por HYPERQUAD 2000 con las constantes de lasecuacíones 
5.16.:5.19. 

Los datos fueron introducidos al programa Hyperquad2000. Los ajustes realizados 

por el programa a las curvas de titulación dieron las siguientes constantes de equilibrio 

para las especies presentes en la disolución. 
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Mg2+ - Mg(OH)z + 2 H~, log~¡.2=-21.86 (5.16) .....,....-

Mg2+ +Na+ - MgNa(OH)t + 2H+, log~II.2=-20.46 (5.17) .....,-

Mg2
+ +Na+ --- MgNa(OHh + 3 H+, logj31 (5.18) .....,....-

Mg2+ +Na+ - MgNa(OH)74
- + 7 logj3Il.7=-99.05 (5.19) .....,....-

La titulación de MgCh en ausencia de NaCl muestra solo un salto de potencial 

correspondiente a la formación de hídróxido neutro Mg(OHh, ecuación 5.16. Es 

interesante que en este medio es posible observar la formación de Mg(OHh que no 

precipita a concentraciones tan elevadas como 2 mM mientras que en agua la solubilidad 

máxima de Mg(OH)2 es solamente 0.18 mM a la misma temperatura. Aparentemente esto 

se debe a que existe una so!vatqción más fuerte del centro metálico por moléculas de 

DMSO que por moléculas de agua. La titulación de la mezcla MgCh en presencia de 

NaCIda el mismo valor de 101$131_2 y además losequilibriós adicionales 5.17-5.19, de los 

cuales el últiino parece poco probable; es posible que en realidad refleje un error de 

sodiooomún en electrodos de vidrio a altos valores de pH;(38 j este puede ser más 

pronunciado en esta. mezcla agua-disolvente orgánico. error distorsiona los valores 

de todas las constantes obtenidas mediante el ajuste de los datasen la de mezcla MgC12 

con NaCl y por ello esta titulación sólo puede ser analizada de manera cualitativa: a partír 

de estas titulacíonesse comprueba la existencia de hidroxocomplejos mixtos de ambos 

cationes. 

En la titulación de MgCh no se detectó la presencia de la especie MgOH+, 

probablemente debido a la dismutación de esta especie para dar lugar a Mg(OHh. El 

hidróxido neutro no posee carga positiva, por lo cual no neutraliza la carga sobre el 

sustrato y la actividad catalítica observada es baja: A continuación se presenta un análisis 

de los resultados obtenidos con Sr2
+ que comprueba que la actividad catalítica del 

complejo catiónÍCo MOH+ es mucho mayor que ladel complejo neutro M(OHh. 



5. Resultados 78 

5.2.4 Efecto de Ca2
+ 

En el caso de ion Ca2+ se detennÍnó la dependencia de la rapidezde1 hidrólisis 

respecto a .la concentración del ion hidróxido a 3· concentraciones diferentes del metal, 

Tablas 5.22 y 5.23, Figuras 5.26 y 5.27. No se observó un efecto promotor de Na+ 

significativo y a pesar de que la rapidez de la reacción con Bll4NOH paraCa2
+ fue mayor 

que para Mg2
+, las velocidades de reacción fueron mucho menores que en el caso de 

mezcla de Mg2
+ con Na+ . 

. Tabla .5.22. Hidrólisis de BNPP en DMSO 90 % v/ven presencia de iones Ca:ú a 
. diferentes conce'ntraciones,la base empleada es NaOH. 

Ca2~ lmM Ca2+ L5mM Ca2+2mM 

[t~aOH], M koosxl 05 
Se

l [NaOH], M koosx 105 S·l [NaOH], Mi kobsx I05 
S·l 

0.0005 0.68 0.00075 3.,34 0,001 5.16 

0.001 2.97 0.0015 1 8.65 0.002 6.65 

0.0015 3.85 0.00225 8.81 0.003 10.94 
.. 

0.002 3.92 0.003 1.86 0.004 5.70 

0;0025 0.27 0.00375 0.55 0.005 1.90 

0.003 1.22 0.0045 0.26 0.006 0.90 

0.004 0.13 0.00525 0.20 0.007 0.83 
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Tabla 5.23 Hidrólisis de BNPP en DMSO 90 % v/ven presencia de iones Ca"+ a 

diferentes concentraciones, la base empleada es Bu4NOH. 

Ca'L+ Ü.5 mM I Ca2+ 1 mM I 1.5 mM 

[OR], M \ koosx 1Q6 s'¡ [OK), M I ko x1Q5 S·l bs. [OH'], M kobsx 105 s'\ 

0.0003 9.41 0.0005 0.32 0.0005 9.16 

0.0005 11.56 0.001 14.06 0.001 10.6 
I 

0.0007 3.03 0,0015 17.69 0.0015 14.6 

0.00t3 1.84 
1

0.002 6.02 0.002 4,7 

0.0012 i 2.20 ! 0.0025 0.92 0.0025 ,0.26 

0.0015 0.70 0.003 0.20 0.003 0.18 

0,002 0.62 0.004 ! 0.087 

12~-~--------------------------~ 

10 
.. ea2+2mM 

8 

6 

4 

2 

o '0 __ 
0 

__ _ 

0.000 OJXl1 0.002 0.003· 0.004 0.005 0.006 0.007 

[Na0H], M 

Figura 5.26 Hidrólisis Bl'<'PP en DMSO 90 % v/ven presencia de iones 
empleando como base NaOH. 
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Figura 5.27 Hidrólisis de BNPP tm DMSO 90 % v/ven presencia de IOnes 
empleando como base Bli4NOH. 

Los perfiles de hidrólisis en presencia de iones Ca2
+ presentan un máximo cuando 

la relación molar entre el metal y base empleada es alrededor de 1: 15 y un brusco 

decaimiento en la velocidad de 'la reacción cuando esta retación supera el valor de 1 :2. 

Aparentemente la reactividad del complejo neutro Ca(OHhes baja y la especie reactiva 

debe ser CaOW. Almismo¡ tiempo, una menor reactividad en presencia de Na+ 

ind,ica que los complejos mixtos del tipo CaNan(OH)r son menos activos que CaOH+. 

Cabe señalar que se desconoce el efecto de la especie activa MgOH" que también podría 

superar al efecto del complejo MgNa,,(OH)2"+ 

La comparación de los valores de kobs en el máximo de cada perfil para diferentes 

concentraciones del catión , muestra una "saturación" a altas concentraciones de 

metal. Este fenómeno se observa más claramente en los resultados con Sr2
- que se 

presentan continuación. 
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5.2.5. Efecto de S?+ 

Se usaron diferentes concentraciones del ion metálico con ambas bases. Los 

resultados obtenidos fueron los siguientes. 

Tabla 5.24 Hidrólisis de BNPP en DMSO 90 % v/v en presencia de iones Sr2
+. La base 

empleada es NaOH. 

0.5 mM Sr2
- 1 mM Sr2+ 1.5 mM Sr"+ 

OR.M xl0' S·I OR,M koos xl04s·1 OH~,M kobs xl04s' l 

0.0003 0.60 0.0005 2.22 0.0005 i 0.13 

0.0005 .. 0.98 0.001 .2.70 0.001 0.14 

0.0007 1.12 0.0015 3.9 0.0015 0.28 

0.001 3.14 0.002 4.9 0.002 1.17 

0.0012 9.01 0.0025 1.17 0.0025 4.4 
i 

0.0015 i 17.92 0.003 0;58 0.003 5.5 
i 

0.002 6.99 0.0035 0.35 0.004 5.0 
, 

El mismo experimento fue llevado a cabo con hidróxido de tetrabutilamonio como base. 
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Tabia 5.25 Hidrólisis de BNPP en DMSO 90 % v/ven presencia de iones Sr2+. La 
base. empleada es BU4NOH. 

0.5 mMSr2
+ LOmMSr2+ j 1.5 mM 

I 
2.0 mMSr2

+ 

OH',M. 104
k.,bsS•

1 OH~,M kobsX 104g.1 OH' ¡ kobsX 1 04
8-

1 OH·, M 

0.00025 O.M IE-3 6.8* 5Ec4 8.5* J E-3 

0.0005 0,13 0.0015 7.7* lE-3 8.5* 0.002 

0.001 1.28 0.002 7.2* 0.0015 ¡ 11.3* 
I 

0.003 

0.00125 1.80 0.003 6.9* 0.002 10.1* 0.004 

0.0015 8.8* 0.0035 3.2 0.003 1.3 0.005 

0.00175 0.68 0.004 0.524 0.004 0.12 0..006 

0..002 0.01 0.0045 0.05 I 0.007 

* Es el valor de ajuste a la ecuaCión (4.3) 

6.00 

0.000 0.001 0.002 0.003 0.0Q4 

[NaOH1, M 
5.28. Hidrólisis de BNPP en DMSO 90 % v/v utilizando 

NaOH como fuente de hidróxido en de iones 

1048" 

! 1.56 

9.4 

14.8 

0.004 

0.003 

0.004 

0.002 
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Figura 5.29 Hidrólisis de BNPP en DMSO 90 % v/v utilizando 
BU4NOH como fuente de hidróxido en presencia de iones Sr2

+. 
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La constante de rapidez obtenida en presencia de este catión es muy. grande. La 

PJ'<!SenC13 de NaOH abate la rapidez dela reacción alrededor de dos veces si se compara 

con la reacción en presencia de BU4NOH. Al mismo tiempo, la presencia de iones sodio 

desplaza el máximo en el perfil de velocidades auna concentración de hidróxido cercana 

a 2x [Sr2+]. Por analogía con la reacCÍón ocurrida .en presencia de iónesMg2+ y 

puede suponer que en la disolución existen' dos especies activas: SrOH+ y 

sin embargo. la actividad de la segunda especie es. menor. 

Debido a la mayor actividad catalítica de Sr+ en ausencia de Na+, los equilibrios 

en disolución para este sistema fueron estudiados con más detalle. Las titulaciones 

potencio métricas se hicieron en DMSO 90 % vlv, Figura 5.30. 
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Figura .5.30 Curva de titulación de HCl 1 mM (triángulos 
yde SrC12 1 mM: en presencia de HCl! mM(triángulosabiertos) 
en 30 mL de DMSO acuoso 90 % v/v con Bu¡¡NOH 0.1 M. 
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En la curva de titulación de SrCb son claramente visibles dos puntos de inflexión: 

. el primero que corresponde al consumo de 1 equivalente molar de OH" por dos 

equivalentes del catión metálico y una segunda que corresponde al consUmo de dos 

equivalentes de OH' por unequivalentedel catión. Las especies correspondientes 

el ajuste en Hyperquad2000son Sr20H,4- y Sr(OH)2. Sin embargo el ajuste de los 

resultados de la titulación solamente con estas dos especies no es totalmente satisfactorio 

con base en el valor del parámetro de dispersión cr por lo que se incluyó una.la especie 

adicional, SrOH+, que mejoró significativamente el ajuste (el valor del parámetro de 

dispersión sigma disminuye de 3.2 a 2.1 al incluir el complejo monohidroxo). Los 

equilibrlos y las constantes deformación obtenidos con ajuste en el programa de 

Hyperquad200ü son las siguientes: 

2 Sr2+ - Sr20H3+ + H+, log¡:h_l=-9.85 (5.20) --
Srl ..- .....-. SrOH+ H+, 4.65 (5.21 ) .....,.-

Sr2+ - Sr(OHh + 2 H+, log~1.2=-31.31 (522) --
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Empleando estas ecuaciones es posible calcular las concentraciones de todas las 

especies presentes en la disolución para las concentraciones totales de 

utilizadas. en los experimentos de cinética y correlacionar los valores de kob, con las 

especies encontradas. El cálculo fue realizado de la siguiente manera. Se pueden escribir 

las siguientes dos ecuaciones de balance de masa para S~+y OH- respectivamente y 

5.24), 

(5.23) 

(5.24) 

y haciendo uso de las constantes de formación obtenidas, se transforma en el siguiente 

sistemá de ecuaciones. 

Resolviendo el sistema de ecuaciones éon el prograrna.Mathematica 4 para 

diversasconcentraCÍones del metal, se puede calcular la concentración de cada especie en 

cada puntq experimental. La comparación de las curvas de distribución de estas especies 

con. valores de kobs mostró claramente queja velocidad correlaciona únicamente con la 

concentra¡::ión de Sr(OHY" que, se concluye, es la especie activa. La Figura 5J2muestra 

grafica dek"l¡s VS. la concentración de Sr(OHf. 
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0.0012 

La dependencia observada tiene la forma de la ecuacÍón 5.26, que es una 

modificación de la ecuación de Michaelis-Menten. 

(5.26) 

donde la constante catalítica es kc=(1.2±O.2)xlO-3 
S·I y la constante de asociación de la 

especie activa al sustrato es Ks=(4.6±1.9)xl03 M-l. La reacción concuerda con el 

mecanismo 5.27: 

KoH 
Sr2+ +OR ~ Sr(OH)+ 

Ks 
Sr(OHf +BNPP' ~ 

kc 
Sr(OH)(BNPP) -+ productos 

(5.27) 
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El mecanismo es similar al observado para la catálisis con iones metálicos en 

agua, pero para los metales alcalino térreos en este medio los valores de KOH Y Ks son 

muy pequeños (Sr KaH=6.3 M,l (39) Y Ks""l M'I (valor estimado a partir de la.constante 

de estabilidad de S?+ con el ion H2P04' de estrncturasimilar a BNPP, considerando que 

la constante para la especie srOH" tiene que ser menor).(39) Al sustituir estos valores en la 

ecuación aúri con el mismo valor de la constante catalítica kc los valores de kobs en 

agua para la mezclade S?+ 1 mM Y NaOH 2 mM sería 1.5x1O'8 S'1 en vez del valor 

obtenido de7.2.xl04 en. 90% v/v DMSO (Tabla 5.25). Esto indica que el factor 

principal de la .mayor actividad catalítica en dimetilsulfóxido es el gran aumento en la 

afinidad del sustrato hacia el catalizador lo que aumenta el efecto de honnado del ion 

metálico, 

5.2.6 Efecto del ión ntl+ 

En el caso de reacciones COn Ba2+ se observó una alta actividad del metal, pero 

debido a que la precipitación del hidróxido de bario ocurría a concentraciones del metal y 

OH' muy bajas, fue imposible una caracterización completa de este sistema. 

Tabla 5.26 Hidrólisis de BNPP en DMSO 90 % v/ven pft:sencia de iones Ba2
+. La base 

empleada es Bll.4NOH. 

Ba2+ 05 mM Ba2+ 1 mM Ba2+ 1.5 mM 

[OH]-, M kobsx 1 O" S·I [OH-], M kobsx 10-5, S-l OH-], M kobsxl0,5, sol 

0.00035 ¡ 0.09 0.0005 • 19.61 0.0005 19.61 

0.00065 5.25 .0,001 24.29 10.001 24.29 

0.00085 7.44 0.0015 25.91 0.0015 25,91 

0,00135 15.11 0.002 17.40 • 0.002 17.40 

0,00155 7.05 0,0025 6.37 10.0025 .6.37 

0,00205 0.85 .0.003 4.92 0.003 14.92 
1 

i lO.004 l.39 . 0.004 1.39 
1 
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Graficando estos resultados. obtenemos lo siguiente. 
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Figura 5.32 Resultados de la tabla 5.26 en fonnagráfica. 

88 

En presencia de NaOH aparece la precipitación del hidróxido de BaH a 

concentraciones de OH" mayores que 3 mM. Sólo fue posible hacer mediciones con una 

concentración de BaCh, 0.5 mM. El resultado obtenido fue el siguiente, Tabla 5.27. 



5. Resultados 89 
==========~~===h~~~~~~~~~=============== 

Tabla 5.27 Hidrólisis básica de BNPP 

en DMSO acuoso 90 % viven 

presencia de 0.5 mM de iones 8a2
+. La 

base utiJízada de concentración 

variable es NaOH 

OR,M kobsx 1 0'6, s·¡ 

I 

0.0003 0.2311 

0.0005 20.79 

0.001 49.38 

0.0012 30.33 

0,0015 18.049 

0.002 10.37 

O.()O25 6.60 

5 

4 

o 

0.0000 

/ 
I 
/ 

j 

0.0005 

Concentración de OH,.M 

Fi'gura 5.33 Resultados de la tabla 5.27 en 

forma gráfica. 

5.2.7 Resumen de los resultados de la . hidrólisis de dí~steres fosfato en mezclas 

DMSO-agua 

En las . mezclas de DMSO yagua los metales alcalinotérreos presentaron 

constantes de velocidad observadas muy grandes. Al mismo tiempo, el comportamiento 

de estas especies en la disolución fue m.uy diferente a lo esperado. Por lo visto, la especie 

activa en todos los casos se encuentra presente en un intervalo muy estrecho de 

concentraciones metal y de hidróxido. Esimposíble detem1inar la constante de 

formación de este complejo a partir de los datos cinéticos obtenidos, sÓlo por la variación 

de la concentración delligante del sistema. Es necesario emplear otras técnicas para 

identificar y calcular la constante de estabilidad de las especies activas presentes, por 

ejemplo, potenciometría. 
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En la Tabla 5.28 se resumen las constantes de velocidad de segundo orden 

observadas para los medios acuoso y mezcla con 90% v/v de DMSO. Se puede observar 

que alerriplear una base con un catión inerte, B14NOH en DMSO o una base con un 

catión alcalino, NaOH, en agua, hay un máximo en la actividad para un catión deltamaño 

intermedio: Ca2+ en agua y. Sr2
+ en DMSO, Sin embargo. en DMSO observarnos la 

cooperación del ión Na+, 10 que hace que el sistema con Ml+ se vuelva mucho. más 

activo, y las constantes observadas obtenidas superan . los . valores observados en los 

sistemas con S?+ y Ca2
+. Cabe señalar, que en estos dos últimos sistemas en DMSO, el 

ión Na + no presenta ningún efecto e incluso inhibe la reacción de Ca2
+ probablemente 

compitíendo con este metal por el sustrato. 

Tabla 5.28 Constantes .catallticas obtenidas en DMSO con dos bases 
diferentes y en agua a 70° C para los metales a1calinotérreos estudiados. 

Metal k2 M:'l S·I con k2 M'lS'1 con NaOH al 1 k2 M'¡S·1 en agua a 
Bú.¡NOH a) ! 700C b) 

'. 

Mg2+ 0.01 0.68 0.00079 

Ca2+ 0.18 0.04 0.051 

Sr2+ 0.77 0.49 0.016 

Ba2+ 0.26 0.06 0,0083 
, 

a) constante de velocidad de segundo orden, estimado del valor máximo de kobs. 

b) .constantes de velocidad para lareacCÍón de BNPP + M( OH) + 

La principal razón de la mayor actividad de estos cationes en DMSO es el 

aumento de las constantes de formación para las especies activas, lo que permite obtener 

. un gran efecto catalítico en concentraciones de metal y OH' muy bajas. 

Para concluir, el uso de un disolvente dipolar aprótico y bajas concentraciones de 

agua ayuda a mejorar la actividad catalítica de metales alcalinotérreos en la hidrólisis de 
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di ésteres fosfato. Las constantes de rapidez obtenidas para iones Sr2~ y Mg2~ en DMSO 

90 % v/v son mayores que los valores informados para los acuaiones de lantánidos.(8) Es 

probable que estos valores sean mayores que las constantes de rapidez de la hidrólisis que 

presentan los iones lantánidos en DMSO ya que se sabe que su actividad decrece en 

mezclas DMSO-agua}22) Los resultados indican la importancia del efecto de un medio 

con bajo contenido de agua que ayuda a ácidos de Lewis débiles, como 10 son los metales 

-alc-alinotérreos, a activar de manera eficiente al sustrato y al nucleófilo. 
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6. Conclusiones 

.:. Los cationes de metales alcalinotérreos muestran actividad catalítica en la 

hidrólisis alcalina de Bl\rpP en agua detectable a 70"C.Las especies activas son 

complejos M(OHf y la actividad varía en la serie de cationes estudiados en el 

orden: Mg2+ « Ca2+ > 8r2+ :::> Ba2+. Se observaron efectos de aceleración hasta de 

un orden de magnitud, en presencia de O.O1.~O.l M de cationes. 

+:. En mezclas DMSO-agua con 90 % v/vde DMSO, el efecto catalítico de los 

metalesalcalinotérreos se incrementa considerablemente y además aparece un 

notable efecto catalítico de metales alcalinos, partícularmentegrande para Na+. La 

actividad catalítica varía en el orden: Mg < Ca < Sr > Ba. La aceleración de la 

hidrólis,s deBNPP aumenta hasta 5 órdenes de magnitud en presencia deSr(lI) 1 

mM . 

• :. Se observa un efecto de cooperación entre loscatiQnes Mg2+y Na'" de tal manera 

que en presencia deNa+ el Mg2+ tiene una actividad comparable ton la del St+ . 

• :+ Mediante titulaciones potenciométricas se determinaron la composición y la 

estabilidad de los hidroxocomplejos de s1+ y Mi+ en mezclas DMSO-aguacon 

90% de DMSO v/v; 

.:. La catálisis más eficiente se obtuvo con el ion Sr2
+. Al mismo tiempo, catión 

se comporta de una forma sencilla por 10 cual fue posible proponer un mecanismo 

de reacción. 
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DMSO variable, BNPP 2x 10,5 
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Gráfica 1 lA, Hidrólisis. básica de BNPP con Bu4NOH.Condiciones de la reacción OH 0.075 M 
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Gráfica 12A.Efecto de ion U+ sobre la hídróllsis. Condiciones de reacción: B"lPP 0.0001 M. 

BU4NOH 30 mM. DMSO 90%, LiCl variabie.25 cC 
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Gráfica J3A.Efecto de ion K+ sobre la hidrólisis. Condiciones de reacción: BNPP 0.0001 M, 

BU4NOH30 mM:, DMSO 90%, KCl variabie.25 oc 
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B\l4NOH 30 mlvl, DMSO 90%, NaCl variable.25 oC 
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Gráfica .ISA Hidrólisis alcalina de BNPP en presencia de iones Mg2+. Condiciones de reacción 

BNPP 2x lO'5M, 2 mM, NaOH variable, DMSO 90 % v/v. 
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Gráfica 16A. Hidrólisis alcalina de BNPP en de iones Mg2
+. Condiciones de reacción 

BNPP 1 xl 0.-41\1, Mg2
+ 2 mM, BU4NOH variable, DMSO 90. % v/v. 25"C. 
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Gráfica l7A. Efecto de iones U+ hidrólisis alcalina de BNPP en presencia de iones Mi+. 

Condiciones de reacción BNPP 2x l0"M, 

90 % v/v, 25°C, 
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Gráfica 18A. Efecto de iones Na + hidrólisis alcalina de BNPP en presencia de iones Mg2t
, 

Condiciones de reacción BNPP 2x I0·5M, 2 mM, Bu.¡NOH 5 rn1'l, NaCl variable, DMSO 

90 % vlv. 25"C. 
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Gráfica 19A. Efecto de iones hidrólisis alcalina de BNPP .en presencia de iones Mg2
+. 

Condiciones de reacción BNPP 2x IO'5M, Mg2
+ 2 IIll\i1, BU4NOH 5 mM, KCI variable" DMSO 90 

% v/v. 25°c' 
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Gráfica 20A. Hidrólísis alcalina de BNPP en de iones Cal+. Condiciones de reaccióri 

¡ mM, NaOH variable, DMSO 90 % v/v. 25°C, 
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Gráfica 21A. Hidr6lisis alcalina de BNPP en presencia de iones Ca2*. Condiciones de reacción 

BNPP2x lO,sM, Ca2+ 15 mtví, NaOH variable, DMSO 90 % v/v. 25°C. 
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Gráfica 22A. Hidrólisis alcalina de SNPP en presencia de iones Ca2
+, Condiciones de reacción 

BNPP Ca2+ 2 mM, NaOH variable, DMSO 90 % v/v. 25°C. 



Anexo 1.Curvas cinéticas 

ce 

0,26 

0.24 

0,22 

0,20 

0,18 

--5 O~ 16 
e 

j Ó,l' 

[Bu,NOH] 1x1Q"' M 

r'_,..-I!!I .... ----.. -----~BU.NOHJ 7xl0'" M 
fjK .... __ -----------BU.NOHI1,2X10·' M 

{Bu,NOHI1,5X10" M 

1iempo, S 

Gráfica 23A. Hidrólisis alcalina de BNPP en presencia de iones . Condiciones de reacción 

BNPP 2x H:r5M, Ca"' 0.5 mM, BtL¡NOH variable, DMSO 90 % v/v, 25°c' 
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Gráfica 24A. Hidrótisisalcalírta de BNPP eh presencia de iones , Condiciones. de reacción 

BNPP 2x lO·5M, Ca2+¡ mM, Bu4NOH variable, DMSO 90 % v/v, 25°C, 
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Gráfica 25A. HídrólisÍs alcalína de BNPP en presencia de jonesCa2
+. Condiciones de reacción 

BNPP 2><1O-5M, 1.5 mM. 
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Gráfica 26A. Hidrólisis alcalina de BNPP en presencia de iones Sr2f
, Condiciones de reacción 

BNPP 2x l0·5M 0.5 mM, 
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Gráfica 27 A , Hidrólisis alcalina de BNPP en presencia de iones 8r2+. Condiciones de reacción 

BNPP 2x IO·5M 1 mM. 
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Gráfica .28A. Hidrólisis alcalina de BNPP en presenoia de iones Condiciones de reacción 

BNPP 2x 1 O·5M Sr2
+ 1.5 mJ\.1, NaOH variable, DMSO 90 % 25°C. 
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Gráfica 29A. Hidrólisis alcalina de BNPP en de iones Sr2
+. Condiciones de reacción 

BNPP 2xlO-5M 0.5 rn.,.JIyl, Bll4NOH variable. DMSO 90 % v/v. 25°C. 
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Gráfica 30A. Hidrólisis alcalina de BNPP en presencia de iones Sr2
+. Condiciones de reacción 

BNPP 2x 1O-5M Sr21 1 mM. BU4NOH variable, DMSO 90 {l/o v/v. 25°C 
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Gráfica 31A. Hidrólisis alcalina de BNPP en presencia de iones 8r2
+. Condiciones de reacción 

BNPP 2xlO'5MSr2+ 1.5 mM, B14NOH variable, DMSO 90 %v/v, 
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Gráfica 32A. Hidrólisis alcalina de BNPP en presencia de iones Bah Condiciones de reacción 

BNPP !xlO'4MBa2+ 1ll:L\I1, NaOH variable, DMSO 90 % v/v. 25"C, 
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Gráfica 33A Hidrólisis alcalina de BNPP en presencia de iones Ba2
+. Condiciones de reacción 

BNPPl x ¡ 0-41\1 Ba2+ 0.5 llli'\1, B14NOH variable, DMSO 90 % v/v, 25"c' 
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Gráfica 34A, Hidrólisis alcalina de BNPP en presencia de iones , Condiciones de reacción 

BNPP !xlO,4M 1 m!v1, Bu,4NOH variable, DMSO 90 % v/v. 25°C, 
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Gráfica 35A. Hidrólisis alcalina de BNPP en presencia de iones . Condiciones de reacción 

BNPP lxlO-4M 1.5 mM, BU4NOH variable,.DMSO 90 % v/v. 25°C. 
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Anexo 2. 
Derivación de las ecuacÚJnes para ajustar los datos experimenta/es 

En las reacciones descritas· en' este trabajo la concentración de sustrato BNPP 
siempre es menor que las concentraciones de otros componentes. Por lo tanto, se 
acostumbra considerar este tipo de reacciones corno reacciones de pseudo primer orden. 

Una reacción de primer orden es una reacción del tipo 

A~P (A2.1) 

La velocidad de la reacción de este tipo obedece a la siguiente ley 

v= = k [A] 
di I 

(A2.2) 

Reagrupando los términos se puede .obtener siguiente ecuación diferencial, 

=k dt 
[A] I 

(A2.3) 

Enlos paSos iniciales de la reacción [Al=[AJ", por 10 cual, la ecuación se resuelve y se 
obtiene una línea recta del tipo. 

(AlA) 

En el caso contrario se puede realizar la sustitución 

[A]=[P]inf'IP] (A2.S) 

y esta expresión al sustituirla en ecuación A2.3 y resolver ecuación obtenida, da 

(Al.6) 

Donde Po es la constante de integración. 
En los experimentos, las velocidades se median a partir de absorbancia del 

producto. Según la ley de Lambert y Beer la absorbencia es proporcional a la 
concentración: Abs , lo que al sustituirlo a la ecuaciÓn.da 

(A2.7) 

(A2.8) 

Sin embargo, en algunas reacciones el1 DMSO se observa el desprendimiento de dos 
moléculas de nitrofenol. El de reacción en este caso es: 
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C+X 

En este caso la velocidad .de formación del producto final X es 

=k¡EA]+k?[B] 
dt -

La concentración de A se determina a partir del siguiente balanee de masa 

[A]T ",,[A]+[B~+[C] 

Porotra parte la concentración del producto X es la siguiente 

(X] == [B] + 2[C) == 2{[Al r -[A]) -[B] 

De donde la concentración de B es igual a 

(E] == 2([Ah -[A]) -[X] 

Lo que al sustituir a la ecuación (A2.l O) da 

d[X] == k¡[A]+k
2
(2«(Al r -(A.])-[Xl) 

dt 

La reacción de desaparición de A es una reacción de primer orden, por lo eual 

Laque al sustituirlo en la ecuación (A2.14) da una.eeuación diferencial inexacta 

(A2.9) 

(A2.1O) 

(A2.1I) 

(A2.12) 

(A2.13) 

(A2.14) 

(A2.15) 

(AZ.16) 

Sínembargo, al multiplicar ambos lados por se obtiene siguiente ecuación exacta 

(Al.l7) 

Que tiene la solución 

18) 

De aquí, al reagruparlo, se obtienelaconcentración de X a cualquier momento. 
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(A2.19) 

Si la ecuación es representada eTj fundón de absorbencia asignando el valor de Absinr al 
valor de se obtiene la ecuación 4.3 

(A2.20) 
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Anexo 3 

Derivación de la ecuación de velocidad de hidrólisis alcalina con saturacióll 

Al variar la concentración de hidróxido a concentración de metal constante en la 

hidrólisis acuosa' de BNPP observamos una saturación. La saturación se debe a. la 

formaCión de la especie catálítica MOH+. Puede ser explícada fácilmente si consideramos 

siguiente mecanismo de reacción. 

producto de hidrólisis 
(A3.!) 

En este caso la velocidad de la reacción es la siguiente 

d[producto] 
v=----

dt 
( A3.2) 

El valor de [MOHJ Se calcula a partir de la ecuación de equilibrio 

(A3.3) 

y los balances de masa para el metal y hidróxido. 

(A3A) 

y 

(A3.5) 

En los experimentos realizados se guarda la condición [OH']y»[M2+h por lo cual 

se puede considerar que [OH']", [OH'h. 

Igualando A3.3con la expresión para .[MOH+] expresada a partir de A3A , se 

obtiene las siguiente ecuación 

(A3.6) 

De aquí se 
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r}\;f2+] :;: (M1 T 

e KOH[OH-]T +1 
(A3.7) 

Sustituyendo este valor en la ccuadon A3.3, se obtiene 

(A3.8) 

[MOH] = K [OH-] CM]] 
OH T KOH[OH~]T +1 

y sustituyendo el valor de [MOH+] obtenido en la ecuacion A3.2 

K. [OW) [M] 
v k, OH.. r T.{BNPP] = k [BNPP] 

~ KOH [ OH-]r + 1 oh,' 
(A3.9) 

donde 

(A3.1O) 

que es la ecuación 5.3 

En el caso de las reacciones en DMSO se observa una saturación en las constantes 

observadas debido a la formación de la especie MOHBNPP. Las curvas experimentales se 

ajustan a la misma ecuación, solo que en este caso [OH'] corresponde al valor de [MOH+l y 

[M2
-] corresponde al de [BNPP] 

(A3.l!) 
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Phosphodiestetolytic activity of alkaline-earthcations in aqueous 
DMSOt· 

Oiga Taran and AnlÚllly K. Yatslmirsky* 
Facultad de Qu(mlca, Universidad NacionalAutónoma de México, 04510 México D.F. México 

R~11'ed (in C4mbrldg.¡ Uk) 17th FebTUll,., 2004, Aceepted 31st March2004 
Pht pablühed asan Aa""""" Artü:le {In llu1 w,b 

Rate of tite hydrolysis ofbis(p-nitrol'henyl) phosphate in 9(1% vI 
v aqueo¡,¡; D~ increase,s 10""10' times inthe presence oU-2 
mM~ Clltions, whlcl! in tite sameeoneentratioo 
range do not affect the reactlon rate in.water. 

Curren! efforts in Ibe . developmenl pf ehemica! nucleases are 
lllOstlyconcentratedon lanmanide and transition me!lll complexes. ¡ 
Alkaliue-eartlt catiOflsamong.wmeh Mg" and Ca" arefrequenr 
compo~ents of aCtive sites of natural nueleaSe andphosphatase 
en~ show ~i memse!ves very low if any phosphoesterase 
activity,:>-Salthougltrecentlylarg<!F .ccelerations by.Mg" in th. 
bYdrolysi!<of oligoriholjUcleotides. and Co(m)-hound ATP1 were 
reponed. Animportant queslion ¡,merefo!e what factors m~ 
¡hese catioos soefficientín biologieal systems. Recenlly, f.irly 
strong· alkall metál' <me .stronnum9 ion c.talysis in me cleavage of 
respectiy~lyphosl'honatelphospbate and carboxylíc .cid este ... in 
emano! wasdesetíbed.These tmdings indieatemesuitability of 
nou:.queous media, whieh imitate the .polar microenvironmenl of 
enzyme active &i1eS, .ror improvemem oí .c.!lllysisby .. block 
eatíons. In this pape,. we report 11 drnmatic ltcrease in Úle 
phosphodiesterolytic activi!y of "Ikaline-earth C.tiollS in DMSO 
so»en! wim row \Vater .content. The speciation and prelimiuary 
mechanJstic resulto are pm.ided for the mosl active 5,2+ catiOlL 

Kinetic ,!Odies. wete performed WIth oflen used modelsubstrate 
bis(p·nitrophenyl) phosphate(BNPP), monitorlng its hydrolysis 
sfJtl.ctropholometricaUy by lne~ppearance of p-nitrophenol.te 
• nion~*The raleof alkaline hydm1ysis ofBNPP initiallydecreases 
en mercase in <DMSG conten! bUI then sharply ín~ses .in me 
rangeSo-9O% vNDMSO. Allfurtbetexpetimenls W"'" peñormed 
io .90% vlv DMSO. roe rate of BNPP hydrolysis in mis medium 
\Vas ca. 20 tiro!!. higher with NaDH m.n wim. (n'Bu),.NOH base, 
Table l. Thus, me rate inc"",se \Vas ca. 3-fold .witb (n-Bu),NoH 
and ca. ·60·fi>ld with NaOB in comparisoowim mal in water.§ in 
ac""rdance wim this, .ddition of N .CI in me presenco of (Re 
Bu).NOH st:rongly .c.:elerated me reáction. Table l. Addition ol' 

Table 1 Selected kínetic res"11S Coc tite hydroly.is oC SNPP ln 90% v/v 
DMSO .. ;¡j"C 

(n,SOh' 
NÓH N.OH N.el MgCl2 C.O, SrCl, 
mM mM mM mM mM mM KOlm. rJ 

5 4.5 X lG-S 
2. 30 5.1 X 10-1 

3 5 1.7 X 10-6 

4 30 1.1 X 10-' 
5 30 5 2.0 10-6 

6 30 30 !.3 X 10-5 

1 5 2 1.7 X 10-' 
8 1.0 x ¡O-J 

\1 8,4 x 10-4 

lQ 6.0 X 10-' 
11 3.9 X lO-S 
12 LO X lO-l 
13 2. 49 X 10-' 

t -Electronic suppiementary infommticn F;gs. SI-SSO. 
Seo 

LiCI and KC1 produced much sroaller a"eleration. (see Supp!e­
mentary Information.Fig. 1St). 

Salts of alkaline'ejjrtb metal. produced Iarge rate énhancements. 
'The larges! cataJytic erfce! was observed wim Sr(n): in me presence 
oí 1 mM SrCl. me rate of hydrolysi.by (neBu).!'¡OH ínere •• e, by 
".factnrof 10' (cf.lines 1 amí 12 in Table 1). Theefficiency ofSr(ll) 
wilbNaOH .was somewhat It>wer. Aisolarge accelerations were 
observed wlm Mg(n),but inthls case Ibe catalyliC activity was 
muchhiglter witb NaOHor (n-Bu).NOH+ NaCllhall wim (nc 

. au).NOR alane ('rabIe l, line;; 7-9).1'11e cata!ytic activitY{JfCa(Íl) 
was lawerm.n that for Sr(u)aM Mg(lI) ('rabIe 1, line. J() andl )J, 
but.the reaetion rete Vlas slill t()3 tiroes. hlgller in fue p~nce of 
CaC1, man Íllthe ·preseno:;e of equal arnoun! of free bydro>.ide. 
Stodies wlth SaCl2 were funíl.eti by low soiubililyof Ba(ORj, in: 
Ibe míxed solvent, .out qualilatlvel;¡ theaetivity \,f S.(u) was c.lose 
lo matofCa(Il). In waleralllhesecations al ,imilarrnetal and base·. 
cO!l':entrationsdid not affect me reaction raleo . 

Raie'conCenlratiooProfil"" lVere studiediu detail for.Na*. Mg2. 
aud Sr'· cations. Addítions ofincreased mnountsof Naa "P to 0.06 
M producedmonotoniolinearincrease inl;.", (Fig,lSt), bUI bolh 
wilh MgCI, IUld srCl, sharp rate IrulXirna were observeo al tile 
metal-to.base raliosbelWeen. 1.:1 and 1 :2. Similady,on .''Ying the 

. base eoncentration at a fixedmelál salt cóncentratiqll \Ve observed 
plots wlth maxima. A typícaf behavior is i!luslrated. in Fig. i for 
SrCI¡ (w;ults for Mgel, and CaCbare shown in Flgs. 2S "ud 
3St) . 

TIlo existence 01 0llli;nurn. metal/base ralros indwates !hal 
besides' an active metal bydroxQ romplex cther inact1ve specie<s of 

. differenl .stoichiometries are fqrmed in me solution. Toobtain an 
inforrnation· on composition· .and su,bility· of meral hydroxo 
.;omplexes . we perf<>tmed potentiometric litrations of f-2 mM 
srCi:> and MgCJ,by (n,Bu).NOH· in 90% vtv DMSO (titration 
curves áIe shown in Supplementarylnformalión. Figs:.4S aruI 
5St)., Pirst. litralions.of .<Jilote HO solutions \Vere performed for 
!he electrode calibralÍo" ana from these résult. lhe .apparent . 
autoprotoiysis constant· P)rW.liPP . 21.3 ± 0,2' -was obtained in a 

ISu,NOI-!!.mM 

Fig~ 1 Observed fir~w(frder rute COllstanls for the BNPP hydw!ysis ;.ti 25 oc 
in 90% vN DMSO in the presence of increased .amounts ofSrCb i"s.- rhe base 
concentratlon. 

Tr'i{sJoúrnoJ)5 © The Royar 50({e¡y ofChemis 20-(J4 



reasonable .greemem wilb .publishéd values in water-DMSO 
mixtures, lO Titration resullS for sre¡, required for lbe besl tí! a sel 
of !he fo][owing equilibria(uncel'lllinty in logfl ± 0,05): 

2 Sr'" "" Sr,OH'+ + H+.logfl,., ,= -9,85 (1) 

Sr2+ "" SrOH+ +H+, logfl,.¡ = -14.65 (2) 

Sr" "" Sr(OH), + 2 H+, IOg¡l'.2= -31.31 (3) 

Tbe species distribution dia8rarn: calculated ínaocordan.e w;th 
eqns. (1 H:J) ¡. superimposed wilb !he kinetic results for 1 mM 
SrClz in :pig: .2, ,The. experimental. poiot' follow ¡he curve for 
SrOH+. TIte d.shed lihe ,nows!he concentration offree hydroxide 
anÍ<lns. in me. system as a function. of added total (n-Bol.NOH. 
EV'ideritly atoptimum metal/base ratlos ad<lid OH- anions JIre 
neJlrly completely bound 10 the metal ion, e.g, in !he presence of 
total 1.0 mM (n-Bu).NOH.!he concentt:ation of free Ofl- equals 
001yl.2 x 10-óM that corresponds to pH 8.08 in wate!:, Thus, me 
fae! Ihanhese sy~t.ms use' added alkali does "01 mean !hat lhe 
reac!ivi¡y is obser:ed itl strongly basic conditions. In fact. addition 
oflhe metal .ion coml'letely C!>nverts free.oJ:/-intil hydroxo 
complexes and !he observad increase in reru::tivity'by severa! or¡Iers 
of magnitude indicares mal !he metal hydroxo ;:omplox re'CI, with 
BNPP mueh faster !han lbe free hydroxide~"pparently due lo me 
highlyefficieot ele.;trophilíc 1ISsistance by tlle metal eation, 

Rate constan!> measured in me rango of fr.5-1.5 mM Sr(nl aná 
0,5-5.0 mM (n,Bu).NOH werecórrelatad wi!h calculated in 
~ccord.nce with "'los. (1 }(3) concentrations oí all Ihree hydraxo 
species ,od contrihutionsof Sr20H'+ and Sr(OH),appearedlO be 
negligihle. TIte dependélice of koo. on [SrOH+ Jshown in Fig. 3 was 
oí tne'Michaells-Menten Iype; 

IBu,NOHI, M . 

Fig. 2 Observéd first..order rate <;nflStlll1ts fur me- BNPP bydrolysis at 25 ce 
iÍ190% vfv DMSO'inthe presence of I mM SrCh V$. the-basecrinéentrntlol) 
superírnposed with.the $pecíes d!stribution diagram for'hydroxHomplexes 
of Sr{u) calculated in accordance with eqns. (IH3). 

... 

Fig, 3 P101: of 
accordUflce 

• 
• 

lE,OH'I.M 

the {:oflcentraüon of SrOH~ speci!!$ cakulated in 
(l)-{:;). 

k"", = k"Ks!SrOH-J!(1 + Ks[SrOH+Jl (4) 

wilb k.o = (1.2 ± 0.2) X 10-' s":¡ "nd Ks = (4.6 ± 1.9) X 10' 
M-t. The reaction proceed. Ihcrefore. vía the following stepo: 

~"'=óSrl'OHY,Sr(OHr+BNPP', K, '.Sr(OH)(BNPP)~hydr{ 

(5) 

Similar mechanism op-erates also fo! metal ion cataiysls in 
water,t bUI for alkaíine earth calion. both Km, 800 Ks are ver)' 
$lllall. e.g.for Sr" KOH = 6.3 M-llland Ks = 1 M-'.!l Estimated 
with !hese associatíon constantE value of 'Oh, in water{assuming!he 
same value of kcl ror a,mixfure of 1 mM Sr'+ and 2 mM OH-,equal, 
1.5 X. 10-'.-1 (essentially coincides with koh"without metal iOn) 
in,¡ead of LO X 10-' s.., 'in 90% DMSO (Table l j. This indicodtes 
thOl !he major factor re,ponsible for larger catal}'tic activity in 
DMSO i. s!rongly increased affmo)' oflhe reactants ta Ihecatalyst 
providlng much higher efficiency of the template offect of lh. metal 
ion. ' 

Potentiometric titrations of MgC¡' revealed formation of" single 
species: . 

Mgl+ "" Mg(OHh + 2 H+, 1oIlP,., -21.86 (6) 

Asone. can see iTom Table 1, Mg(n} in !he presence of(Jl: 
fluJ.,NOH is ca, 100 times less active tl:\all Sr(n). Sinee the act¡vil:)' 
of Sr(OHh ls .Isa lovi. one mal' cooolU<:le !hat. tne neutral hydroxo 
species are generally )ow active. Titration ofMg<:¡, in too presence 
of added N"el showcd a comp)ex .b"bavior (see Supplemel1tary 
lnfoIIllationi) .a¡¡ddid ,not ."Uow us to llnalyl:e me system 
quantitativelyc bu! it elearly showed fonnation of mlxed bydroxo 
cornplexes MgNa(OH)¡+ and MgNa(OH)"one of whleh may he 
re.ponsible for Ibe increased cata)ytic activity in !he preseaee oC 
sodium cations. 

In conclusion, the ,use of a dipolar aprotíc co·so!vent a1lows ooe 
ta greatly improve tlle catalytic activíty of alkalit¡.e-eru;th cation~ in 
me phosphodiester bydrolysis. The oct;"ity ·of lanthanldes d.e­
creases in, water-DMSO míxlOres,'2 bUI t:ale constan,. for !he 
,BNPP hydrolysi. wilh simple "ydroxo complexes of Sr(u) .nd 
Mg(n) in 90% vlv DMSO are even higher thanthose repO!!ed for 
}artthanide 'a-qua-ions in water. Ia,h. q, This :result indicates 100 
imponan! r.oIe of a -medíum of l"w Water contento whích allows 
rather weak Le~is '~~ds 'H~e t~e a~aline-eárth ~tions ro activate 
efficiently the substrato .ni! the nuéleophile. . 

We 11l1lteful1y acknowIedge !hePAP1IT Program pf poAPA· 
IJNA. ... { {Peojee! IN 208901 ) fur .the SUppOTt or mis wark. 

Notes and references 
:í>Kinem: measureluents'used'2Q.-WO ftM BNPP and varied cúncentraüoflS 
of metal ddorides and (n-Bu)'"NOH (Ir NaOH in the raoge 1-5 ,mM at 25 
'c. 
§ Thé positivesolvent effectofDMSO on!he r-at.eof a1kalille bydrolysls of 
BNPf is mus:h lpwe~ $an that on me hyd:tolysis of too, ~ían¡oo of p~ 
nitrophenyl phosphatc.14 which proceeds "la a d¡ssociative-type rnecha­
nism. Il is also lówer thán,DMSO ¡;::ffects on r{{tes of carOOxyJj~ acidester 
hydrotYS1S,.15 probably ~ause of increascd reputsiCJn beiween si.mitarly 
charged BNPP .nnd hydroxldJ! in organic memuro:o 
~ Meas~rneots of pH' were' take:n' 00' an Orion Mod61 i lO~A 
digital. pH meter ctp.:.lipped w¡th an Orion,' standa!''d reb'earch 
~ombtnutiQn _eicct!,ode with, AgiAgC! refe'rencc ceU :as ctirbonale~free (n­
Bu).¡NOH 0,1 11 sofl.ltion in 9CF?'o v/v DMSO W;iS added the ir. 
smaU {ricremenfs <lod with suff¡cient lime,intentd!s ~,15-20 mio 
additions Ífi pH rnngJ!: 10-'115, 
h'J:sic s.o!uüons} to an()~ ,nee'l<,ílibraüo. 
pH rea.dings. Careful 
during Ü1e titraüon 
titrntion curves. 



ti: The stllbÍlity eoostánl of the cornplex oí Sr1+ with,H2P04 -. ca monoanían 
sim'tlarby charge andtype of donot atomsto BNW._equals 2 M .... I,IJ butfor 
bínding to Sr(OH)' one ShOllld ""¡leC! • "",aller value. 
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