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1. Introduccion

La hidrélisis de los ésteres fosfato ha llamado mucha atencién en los L’thimoé, afios -
debido a su gran importancia en los procésoé biolagicos.”) Por ejemplo, los monoésteres -
'foévfato ‘son los mé;diﬁ~cadbres covalentes mas édmun’es ‘en. procesos kmeiabélicos‘qtie
incluyen la fosfnrﬂacién y la defosforilacién tales como '1;5 respiracion, la glucélisis, la
glyuc':onéogénesis, la transmisién del impulso nervioso, ete.?) Por otro lado 165 t;’iés‘feres
fosfato son t6xicos en su mayoria y se han utiliiado como pes‘tici’das ¥ armasréuimicas (el
gas soman tiene una DLse=0.1 mg/kg) El tratamiento de estos compuestos sm crear
© otros desechos toxwos, es muy 1mportante para eliminar las grandes canndades
aimacenadas de elios..

Recientemente, la hidrélisis’de los " diésteres fosfato que forman parte de la
estructura del ADN v el ARN (Fig. 1.1), ha despertado un. gi‘an interés, prinﬁcip‘almentau’
debido-a los avances de la ingeniéria,genética en las Gltimas décadas: hoy la hidrolisis
eficiente y selectiva de esios enlaces es un problema }de‘gran impqriaﬁcia;

Se sabe que los diésteres fosfato son muy estables hacia la hidrolisis. Por ejemplo,
el tzempo de vida media del ADN 2 25" C es alrededor de 200 millones de afios en fanto

que para el ARN en 1as mismas condxciones es cercano a 100 afios.

Figura 1.1 ADN v ARN. El tiempo de vida media de ARN es significativamente menor

debido a la presencia del grupo 2-hidroxi en la ribosa.




1. Introduccién

En la natﬁraleza, la hidrélisis de los fosfodiésteres se lleva a cabo por clertas
© enzimas es;jécialés: las fosfatasas y las nucleasas. Las nucleasas son enzimas Cuyo centro
_activo tiene aminoacidos polares y uno o varios iones ‘metalicos. En algunos casos el

aumento de la rapidez de la reaccidn llega a ser hasta 10'¢ veces. La gran eﬁ'ciéncia de
, estas'enzrimas se debe a la perfecta éooperacién‘entre los gmpos funcionales én sus sitios -

. activos. &

Sin embargo, las enzimas de este tipo son especificas solo para unas cuanfas
secuencias de nucleétidos, lo que limita su uso en ingeniéria genética. '

;Qué ventajas tendria una nucleasa sintética? Se podrian hacer diversos cortes.de
las cadenas de ADN lo que ayudaria a los proyectos geondmicos que en la actualidad
dependen de las nucleasas naturales. Se podrian reconocer y eliminar los ADN malignos,
por gjemplo, los de un virus, o las secuencias responsables de diferentes tipos de cancer.
Otra dplicacion seria ;la'caractefizacién de las ‘6stmcturais espaciales de acidos nucléicos.
?ar ahora, para las caracterizaciones de este tipo‘se requieren las técnicas de RMN vy -
difracéiénde‘ Tayos X. En el caso de RMN la técnica es muy poco sensible, por lo cual se
necesitan grandes cantidades de muestra y tiempos prolongados de adquisicién de datos.
Lé difraccién de rayos X ufiliza muestras cristalinas y es muy dificil obtener cristales
adecuados de ADN. En cambio, las nucleasas artiﬁciales podri:mk ser creadas para g
reéonocer conformaciones especificas de estas molfculas, tales como cruces, regiones de
una sola caden& esp'ﬁal‘ izquierda, etc. Finalmente, estudios en las nucleasas artificiales’
podrian ayuda: a la mejor comprension de los mecanismos de las hidrolasas naturales, en
particular del papel que jucgan en éstas los iones metalicos. ,

Es importante resaltar que el medio que rodea ¢l ion metalico en los centros
activos de las enzimas es polar con bajo contenido de agua. Por otra parte, 1a hidrolisis de -
los diésteres fosfato se lleva a cabo pof un mecanismo concertado, “’ que es fa\;orécido
en disolventes polares aprdticos, tales como DMSO o DMF. Por lo cual, utilizando un
medio como. DMSO acuoso, pddriamos acelerar esta reaccion. Ademas, utilizando jones
metalicos en estas condiciones es probable crear un sistema que actiie de manera

parecida a las enzimas hidroliticas.
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2. Antecedentes

2.1 Hidrdlisis de los diésteres fosfato

2.1.1 kMeearzismo general de la hidrolisis de los diésteres fosfato.

La hidrdlisis de los diésteres fosfato involucra el mecariismo concertado‘ de
Asustiiucién-elimnacio'n, donde el intermediario formado tiene una geometria de
bipirénﬁde trigonal con los grupos entrante y saliente en las posiciones axiales. @ A

Debido a la gran‘éstabilidaci de los ésteres f{)sfatﬁ), hay muy pocas especies

- capaces de Hevar 2 cabo eficientemente el ataque nucleoﬁrlicva a este sustrato.

(ﬁ ‘/Y‘:OH; u RO\@R o e
RO-—FP——0R ———> OP——O:‘ > “:0——P—O0R
O OH o

Figura 2.1 Mecanismo general de hidrélisis de un fosfodiéster ¥

La hidrolisis de diésteres fosfato puede ser acelerada tanto en medio 4cido como
en'medio bésico. En medio acido, oCurre a una catalisis éspeciﬁca, donde la protonacion
- del sustrato facilita el ataque nucleofilico. En medio bésico el nuclesfilo es el ién
hidréxido (HO') en vez del agua. Este nucledfilo es muy fuerte y la rapidez de la reaccion
crece linealmente  al aumentar la concentracion de . hidréxido en la. disolucién

observandose un gran efecto catalitico.
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salientes para fosfodiésteres comunes.

Ester B o ApKe [ hnyalsT] e lsTMT], Ref,
‘ | aguai00°C ! [OH]25°C
| Bis-(2,4-dinitrofenil) fosfato 4.07 1.‘55&1{}*4 o g 4
Bis-(4-cloro-2-nitrofenil) fosfato 6.36 | 4.08x107 k ‘ 4
‘ Bis-(-’i-nitrio‘fenﬂ)fosfato 7.15 |6.3x10° 583%10° |4
Bis-(2-nitrofenil)fosfato 723 |s62x10® 4
| Bis-(3-nitrofenil)fosfato 835 |5.03x10° - 4
’ , -+ Mny lenta ,
- | Difenil fosfato ' 999 paramedirse | 7x10°(75° C) 6
ADN - | =ixige ~ Ix10712 7
ARN , - gt 7

La velocidad de hidrolisis de los fosfodiéstéres con distintos sustiiuyentes

depende del pK, del gmpo saliente disminuyendo para los grupos més basicos.
2.1.2 Efecto de iones metdlicos.

Se han probado numerosos iones metalicos como catalizadores de la hidrélisis de
diésteres fosfato. Se ha descubierto que algunos de ellos pueden poseer una actividad
catalitica considerable y se han encontrado los mecanismos mediante los cuales se lleva a

. fae s (3, 5.7-9)
cabo la catalisis™ ™ 7%
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Los mejores catalizadores son aquetlos iones metélicos que son acidos de Lewis

fuertes, lo que les permite activar los enlaces de los esteres fosfato via la polarizacion o la

neutralizaciéon de la. carga del sustrato, y tambiénipor disminuir el pK, de las moléculas
de agua coordinadas al metal, genérando de esta manera al nucleofilo OH".

" Al estudiar diferentes sistemas, se han propuesto varios mecanismos cataliticos

posibles para los iones metélicos en medio acuoso ® como se muestra en la Fig. 2.2. En

~el primer mecanismo propuesto el metal actiia como un acido Lewisy activa el enlace del

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

esta manera st basicidad. En el tercero, al polarizar al agna el metal hace que disminuya ‘

su pK, y por lo tanto se genera el nucle6filo a un menor pH. En el cuarto mecanismo, el
metal se coordina con el sustrato 'y el nucledfilo dejando a ambos en posicién cis, lo

suficientemente cerca para que ocurra la reaccidn. En menor proporcién, el metal

coordinado al oxigeno puede participar en la catlisis 4cida o basica general de la

hidréHsis al participar el HhO u OH coordinados respectivamente, mecanismos 5y6.

o e N ]

P Tt \
Pl e » 3 .
RO\ fToHR rRO— \’ffoa ,Ro/i"‘”a’oa - -0
. . ‘M"‘ . .
g : :
ML 2 3 4.
| I
O B
g-\ H ,O/\ W{OR
H \ Wy QR
M -"'O/P\'WWC‘R : ' s
’ - e 2
OR /
H
5 6.

Fi igura 2 2.2 Mecanismos propuestos de la hxdrohsis de diésteres fosfato con iones

metalicos

N, O
7=
OR .
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2. Ansecedentes

Se espera que- en el caso de los szstemas que incluyen das metales, el efecto
. catalitico es mayor, Flg 23, Los mecanismos én los cuales participan los dos jones
metélicos pueden incluir una doble activacion del éster por ambos 4cidos de Lewis, y las

_combinaciones de la activacién del éster por un metal con la coordmacxén ya sea del
nucledfilo o ¢l grupo saliente por el otro metal. -

| | v .
. R’O\ “\Q‘Q\OR : ‘RC‘.\ &\Q\OR RO\ /‘/‘//‘_’_ﬁ\
‘ /P'\’\/G_\\ OH /F*Q\\\ R /C\GR O
e AT
, ; H : 3 i
i M M M

thum 23 \1ecamsmos de hidrolisis catalitica de dlestPres fosfato en piesenma de dos
iones metalicos ‘

Tradicionalmenté se han utilizado los iones Zn** y Cu‘é‘; que son 4cidos de Lewis

v fuertes'; tienen una quimica de coordinacién bien conocida y se encuentran ampliamente

. distribuidos en los 31stemas bioiéglcos También se han realizade estudios con otros
metales de transicién como Co®", Mn?", Fe®’, NiZ*, Pd¥, P2 ete

Los iones lanténidos han mostrado la mayor actividad. hidrolitica conocida hasta
la fecha” Lamentablemente, los mecanismos de reaccién que los involucran son

dificiles de esclarecer debido a las dificultades pé“ra obtener complejos estables. Los
metales 'ajcalinoté‘rreos,y que son el tema del presente trabajo también se han utilizado con.
este pmpésitoy. Algunos trabajos se citaran mis adelante.

En la majoria de los trabajos de este tipo, los iones metalicos se encuentran
coordinados a diversos ligantes. Esta coordinacidn puedé cambiar su acidez de Lewis,
estabilizarlos en . disolucidn o permitir que se generen nﬁcieéﬁIas, suficientemente
reactivos.

Debido a que la mayoria de las enzimas hidroliticas tienen iones metalicos en su
sitio activo, los sistemas artificiales con iones metélicos que simulan el centre activo de

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

Los- diésteres fosfato son muy poco reactivos, sin embargo una célula viva
necesita llevar a cabo- la hidrdlisis en tiempos razonables desde el punto de vista
biolégico. Una hidrolisis ré;ﬁida es indispensable en los casos de reparacién del ADN,
/digestién de fragmentos de ADN vigjos o recibidos como alimentacion, eliminacién de
~ADN Virai, etc. Todo esto es posible gracias a las enzimas hidroliticas,

Se han aislado y descrito numerosas enzimas de este tipo; casi todas ellas
contienen uno o varios iones metlicos (los més comunes son Ca™*, Zn™", Fe'', Mn™", y
" Mg~ ®) rodeados por aminoécidos polares, ver tabla 2.2.

Tabla 2.2 lones metélicos y aminoédcidos presentes en los sitios activos de las

nucleasas naturales.

“Enzma Metal Grupo funcional (papel catdlitico) | Ref.

Nucleasa de estafilococo | Ca?* 2 Arg-guanidinio (4cido) 3
' o ' Glu-carboxilato (base)

Nucleasa SI Zn* , Lis-amonio (4eido) ‘ (3‘)
Glu-carboxilato {nucledfilo)

~ Fosfatasa alcalina 27n*y Mgi% ‘ EArg‘-guanidiniQr(ésido) C(8a)
' N : ‘ Ser-alcohol (nucleofilo)
' Fosfatasa Acida Purpura an‘ki\y Fe*" His-imidazolium (4cido) ‘ (83}
‘ 5 , (3)
- Fosfatasa de proteina 1 Zn‘f y Fe®* His-imidazolium (acido) ‘

El mecanismo de accidén de una enzima incluye una cooperacién perfecta enire el
metal y los ligantes. Uno de los mecanismos conocidos es el de la hidrélisis llevada acabo
por la nucleasa de estafilococo que es una enzima digestiva que no puede hidrélisar

selectivamente una secuencia de nucledtidos, sin embargo, aumenta la rapidez de
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, _hldroims del ADN 10 veces esste es el mayor aumemo catalmco conoczdo para este
 tipo de reaccmnes{ % Esta enzima tiene s6lo un metal en su sitio activo, el ién Ca>” La B

enorme eﬁc:enma que presenta la nucleasa de estaﬁlococo se logra debxdo a la

cooperac1én entre e} jon Ca’" -y Ios ammoémdos polares del sitio astivo.

,“Arg'_ [; "'“’9 y
. V v

/
ﬂNyNH : N“(

+*
RQ*»A;P

RO '\ \ / /"m’
;-»{20/ X\:‘“‘“‘OH
ﬁsg: OH,

- C;:}“‘
o Ghu
Figura 2 4 Mecamsmo propuesto para reaccién de Nucleasa de Estaﬁlococo ““ﬂ

Como pademos observzu en la figura 2.4 hay varias inieracciones simulténeas: el -

10n Ca™' neui:rahza la carga negauva del fosfato, mientras el agua coordinada al metal (cn

- posicidn cis respecto al sustrato)-actua como nucleofilo que ataca al atomo de f6sforo; Ias

aminodcidos de la enznna que se encuentran en el sitio activo ayudan a establhzar la
geametrla del estado de transwlén dei fosfato que es una blplramlde trigonal. ;
Enla mayoria de los sistemas artificiales se trata de simular-de alguna manera ei

funcxonamiemo de una enzima. Asi pues, ademas del sitio activo, es deseable simular su

: entomo protéico, polar ¥ con bajo contenido acuoso. Una de Ias formas més senczlias de

hacerlo es usar un medio diferente al agua, por ejemplo, disolventes palares aproncms.

2.2 Efecto del disolvente sobre la rapidez de una reaccion-

2. 2.1 Consideraciones generales
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El disolvente puede ejercer diferentes efectos sobre las reacciones quimicas, Asi,
las reacciones bimoleculares de sustitucién o adicién que incluyen aniones como
reactivos a veces son mucho mas rapidas en disolventes dipolares apréticos que en agua,
mientras que las feacciones que implican reacomodos o disociaciones pueden ser mas
répidos en agna y la velocidad de los procesos redox practicamente no depende del
disolvente empleado. " '

Los disolventes dipolares apréticos son disolventes cuya constante de
permitividad eléctrica (D} es mayor que 15. Ademds son donadores pobres de enlace dc
hidrogeno* y acidos de Lewis muy débiles. Ejemplos de este tipo de disolventés son
DMSO v DME.

El cambio 'de disolvente afecta la energia libre.de un soluto al modificar su
potencial quimico (p). El potanmal quimico de una espeme i en un disolvente dado S
cambiard de acuerdo a su coeﬁcwnte de acnwdad R que representa la diferencia de
enez gia al transferir un compuesto de un disolvente de referenma, 0, al disolvente en

cuestion 8 (ecuamon 21)a temperatura y concentracion constanies
w’ = p?+ RTIn %, @1

o El cambio de la velocidad de la reaccién al cambiar el disolvente depende de la
diferencia entre los potenciales quimicos de las especies en ambos medios. Si estamos
describiendo dos pmcesps isotérmicos iguales en disolventes diferentes, por ejemplo una
reaccién de s_ustituci{in nucleofilica, la diferencia en términos de las constantes .de

velocidad puede éxpresarse mediante la ecuacion 2.2.

* En esta tesis se llaman donadores de enlaces de hidrégeno a las moléculas que
ceden parcialmente un protén para formar enlaces de hidrégeno. De la misma manera, los
aceptores de enlace de hidrégeno son las moléculas que ceden un par electronico. al

protén para formar el enlace.
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ogkg 1k, =log" y). +log’ yiy ~log® ¥ . 2.2

d{mde Y esel nu«:leeﬁlo anibnico, RX ¢l sustrato y YRX7el estado de transmon

‘El vaior de © puede medirse usando varias' técnicas: cambio de potenmai
eléctrico durante la transférencia, cambio de solubilidad, etc. 2

Ademas de los datos que podemos encontrar en tablas‘ para distinios iones (la

ag"a‘»fDM:?O; para algunos cationes), el valor de %%, puede calcularse para

/ tabl&.?. 3 preseﬁia
' est1mar el posible efecto del nuevo disolvente en el cambw de velocidad de reaccion 2
partir de xaﬁas suposxcxones simples que discutiremos més adelante. Sm embargo, hay
que consnd,erar que al pasar de un disolvente .al otro fa geomema de una especie pue;ie
verse afectada por la estma:turavimer‘na del disolvente. También ‘hay- que tener en cuenta
que en las reacciones de hidrolisis, el agua, que es ¢l disolvente; partiaipé én lareaceidn y
si hay un cambic por otro disolvente, se elimina uno de los reactivos. En ambos casos los

~ cambios de rapidez cyle‘las reacciones se. debe a los cambios en los mecanismos, por o

' cual no pueden ser explicados simplemente en términos de cavmbio'dé( LA _

Para predecir el efecto del disolvente sobre una reaccion eﬁ particular, hay que
saber cémo se ven afectados por el cambio los botenciales quimicos de diferentes
especies: cationes, aniones v 1o ¢ ec‘tmlitos Las interacciones principales entre el ‘soiuto
y el dlsolveme mvolucran entre otras, mteraccxonas e}ectrostatxcas (por ejemplo dlpolo- '
dipolo), los puentes de hidrogeno, las fuerzas, de dispersién y los gastos energéticos
mvolucrados para cami}iar la estructura interna del disolvente. - '

Las interacciones elecirostaticas dependen .de la penmsmdad cléctrica del
disolvente. Las interacciones débiles d‘ependeran de la polanzablhdad del disolvente. La
posibilidad de formar puentes de’ hidfégeno puede ser determinada a partir de Ia
- estructura molecutar del disolvente. La ultima pmpledad la estmctura de disolvente es

‘ determinada por las interacciones entre las moléculas del dlsoivente ¥ se estlma a pamr‘
de 1a constante de Trouton (pardmeiro de desviacion del comportamiento ideal para e

cambio de presion de vapor de un liquido al aumentar la temperatura). e
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Tabla 2.3 ;Coéﬁcientes de actividad para la tranéferencia de
algunos iones metalicos de agua a DMSO teéaiculados a partir
de valores de energia libre de transferencia. (Tomado de Ref.
12 ‘ para metales | alcalinos- y Ref. 13 para metales '

alcalinotérreos)

Ion B Logag”“y“MWi
" Na' | -11.80
K 1133
Lit - 1607
H -18.02
Mg™" -5.25
sr’ | -5.65
Ba®’ -10.13

2.2.2 La solvatacién de no electrolitos. OV

El disolvente de referencia més comin para disoluciones de no electrolitos es el
metanol. Los solutos polares que no pueden formar enlaces de hidrdgeno son mas
solubles en disolventes polares apréticos. Los factores que maés afectan la solvatacién en
este caso son: las fuerzas de dispersidn, las interacciones dipolo-dipolo y los cambios en
la estructura del disolvente. Los donadores de enlace de hidrogeno son mas solubles en

disolventes basicos




[
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Para solufos grandes la -estructura interna del disolvente tiene una gran
importancia. Asf, para {a solvatacion de xendn en agua o en DMSO puros, la diferencia
observada en los \ceeﬁcientes‘de ‘actividad es muy pequefia a pesar de 'que €l agua es un
disolvente prético que funciona como donador y aceptor enlace de hidrégeno ybel DMSO
es un disolverte aprético muy bésico. Sin embargo, los mecanismos de solvatacién 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 sélido A tiene una solubilidad S° en ¢!
disolvente de referencia que cambiz a SS enel disolvente de interés, dado que ial trénsferir
el cbmpuesto de un'disolvente a ofro lo Unico que cambia es ¢l coeficiente de actividad

del soluto, obtenemos la siguiente expresién (ecuacion 2.3):
log’s? 4 =log(8°/8%Y - (2.3)
223 La solvatacion de electrolitos. @b

* Para los iones esféricos en disolventes polares es vélida la ecuacidn de Born,

ecuacién 2.5, Y

« NZ e’ : '
log'y? = ot (L1, @5)
. A606RTr €, € ,

en donde N es el numero de particulas, Z es la carga de la particula, e es la carga del
electron, R la constante de gases, T la temperatura en K, r el tamafio i6nico.y & son las
permisividades eléctricas del disolvente problenﬁ y del disolvente de referencia
respectivamente.

En el caso de los electrolitos es imposible determinar la actividad de cada ion por
‘separado ya que siempre estd presente el contraidn corréspondiente. Nem*\alméme en
ésms casos se pueden utilizar varias suposiciones extratermodinamicas ‘ " que puﬁdeﬁser
muy ttiles para estimar el cambio de «cc»eﬁc'ientef de actividad. Las suposiciones

exfratermodinamicas son:
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< Un catién y un anién simétricos grandes con carga muy -dispersa de tamafic v
forma parecidos tienen el mismo némero cie"moléculas del disolvente alrededor
de cada i6n. La interaccidn electrostitica es pequefiz v depende sélo de la
constanté dieléctrica del disolvente. La actividad del disolvente para ¢l catidn y
el amon esla mlsma V ; '

) Para un o grande oon’ carga dispersa el coeficiente de actividad para dos
disolventes de constante de permeabilidad parecida es semejamey se calcula
conla ecuécién de Born. ) v

¢ Los iones grzmdes 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 puedeén ser rﬁedidbs directamente‘ Asi, el estado
de’ transmon de una reaccion puede ser representado como un ion grande con carga
dxspersa y ser tratado de manera similar.

En los dlsolventes préticos, los aniones pequefios que no tienen sustituyéntes
atrayenies de electrones son aceptores de en!ace de hidmgeno muy fuertes, por 10 cual,
Lestan mas so}vatados Por otro lado, los aniones grandes con carga dlspersa (como ’
podemos cons;derar al ‘estado de transicién YRX ‘) sdn aceptores débiles lo que
“disminuye su solvatacion en estos disolventes. ;

Los disolventes dipolares apréticos son mucho mas polarizables que los -
: disolvenies préticos, por lo cual los aniones polarizables pueden estar mds solvatados en
estos disoivanteé. Esto es aplicab!é a muchos estados de fransicion aniénicos. Los aniones
pequefios se desestabilizan en disolventes dipo‘lares aproticos.

Los aniones grandes-a veces estén muchdmenos solvatados por disolventes con

- alto grade de estructura intermolecular que en disolventes con poca estructura interna,
" debido a un gasto de energia ext;a necesario para romper-1a estructura del disolvente y

orientario de manera diferente alrededor de las moléculas del soluto.
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Los aniones grandés y polarizables pueden ser sa]va’éados miés eficientemente en
disolventes dipolares, sin embargé, en los disolventes con gran eétructui‘a intermolecular
se desestabilizan aiin mas. (

Los cationes en cfeneral son més pequeﬁos ¥ menos polarizables que los aniones y
no pueden ser aceptores de enlaces de h}drogeno Los cationes donadores de enlaces de
hidrégeno son més solubles ‘en disolventes ba31cos Su solvatacién en dtsolventeg
‘dipolares apréticos es mejor que en proticos. Mientras mdés grandes son los: cationes,
‘e‘stém menos solvatados en disolventes con estructura interna. ‘

H

2.2.. Solvatacién de estado de transicion.

El valor del coeficiente de actividad para el estadg de transicidn de una reaccién
dependers del mecanismo. de reaccidn, de los gru]ﬁos entrante y saliente ‘y del efecto
estérico que ellos efercen. '

Si consideramos la sustitucién nucleofilica sobre el C, tenemos una reaccion
p"aiecidé a la presentada en la figura 2.1. La sustitucién puede ocurrir como una reaccién
Sy2 donde la formacién y la ruptura df; los enlaces en el estado de transicidn ocurren
simuiténe&menté o' como una i‘éaccién Sn1, donde primerc ocurre la ruptura. Sin

;embargo en la practica son pocas las reaccxones que coingiden con estos casos: limite. En
realidad lds reacciones de susutucton nucleoﬁhca pueden presentar geomemasv
intermedias entre Si2 y Syl depend1endo -de las -distancias entre el sustrato, grupo
entrants y grupo saliente (Fig 2.5). . o
$i la formacién v la ruptura de enlace son simulténeas ¢l estado de transicién es
_tenso como en A {mas SNZ), si la ruptura ocurre antes es relajado- como en el C (mas
Sn2). Debido a su posxcion relatwa en la coordenada de reaccion el mecanismo puede ser
mas tenso o mas relajado. El reactivo amomc;o tendrd una densidad de capga mayor en el
estado relajado, es decir, cuaﬁdo Ia cargaesté'menos dispersa por toda la estructura.
Logicamente, en el caso limite este estado corresponde al ataque del nucleéfilo al ion ya

formado, o un mecanismo Syl
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Figura 2.5. Tres posibles tipos de mecanismo de reaccién de sustitucion nucleofilica

Algunos factores qué‘cambian ‘el‘estad(‘)‘ de transiciyé‘n volviéndolo mas re‘sajhad()
s{:-;i:' las interacciones estériéas-- negativas entre. los gmﬁos saliente y entrante, el
_im]ﬁedimento estérico por parte del grupo sustituyente R, la presenciéi de. grupos
‘ electréﬂcnddores, v la presencia de carga negaﬁva localizada sobre los.grupos saliente y
‘entrante. Bl valor p‘ésitivo de 8log’y"; (Eq. 2.2) indica una hiayo'r localizaciéﬁ’de cérga
sobre los grupos entrante y saliente lo que corresponde al ‘estado de transicién més
relajado, ﬁor io cﬁal, se puede concluir que el cambio de disolvente afecta la géometria
-~ del estado dé ,tranéicién. El aumento de rapidez de la reaccidn al cambiar de un disélvéme
protico a un ‘dipoléit' aprético ‘es mas pronunciado cuando los gfupds sustituyent'esiso‘n
‘maés grandes,imés pciarizables v mends ‘'susceptibles de ‘acrept\ar enlaces de hidrégerz}; del
diéolvente prético. Sin embargo, mientras més relajado es el estado de transicién, menor
es el efecto del disolvente siendo casi nulo o négativa para las reacciones Syl
Sienel estado de transicién primero écurfe la formacion del enlace y deépués su
ruptura, tenemés el caso del mecanisma de adicidn-eliminacion. En este ¢aso el efecto
dﬁi disolvente va.a depender de la formay témaﬁo de estado de transicién f{}rmado. El
~ efecto dismihuye para moléculas péqueﬁas y con carga localizada. Por éjemp%o, tas
‘reacciones dé sustitucion a:omética son mucho mas su‘sceptibles al cambio de discf&:eme
que Tas reacciones de susti‘tﬁciéﬁ en ésteres, donde la carga negativa se localiza en &l

‘Atomo de oxigeno. Se esperaria que a tendencia fuera la misma para ésteres fosfato. -

2.2.5 Efecto general del disolvente sobre velocidad de reaccion,

El efecto de aceleracidn en las reacciones llevadas acabo en disolventes dipolares

- apréticos se atribuye principalmente a que todos los reactivos anidnicos estén mucho
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meno$ solvatados pof disolventes dipolares apréticos'que por ‘diso‘ivent‘es proticos lo que
- aumenta la energia de los reactivos y de esta manera‘ disminﬁye la energia de activacién
(Fig. 2.6). Otro efecto favorable pero de menor*coht;‘ibuoién, es la buena;sélvatac_:iénr de
los estados de transicion grandes y polarizables en disolventes dipolares apréticos..

En el caso de un. estado de tfansicién sin carga, el efecto del disblvente és més
_ notable, debido- a que las moléculas grandes, neutras y polarizables que se forman se
solvatan con mayor facilidad en disolventes apréticos. '

Cuando se tienen reacciones entre moléculas polares sin carga, donde el estado de
transicién tampoco posee carga el efecto del disolvente es insigniﬁcame Ademas, si-&l
grupo’entrante. es lo suficientemente voluminoso en comparaclon con el compuesto que
- sufre el ataque, el efecto de solvatacidn préacticamente es 1mpercep{1ble Sin embargo

puede observarse Ia aceleracién cuando ¢l estado de transicidn es vn donador fuerte de
1 enlaces de hxdmgeno Ecto haria que estuviera més solvatado en disolventes muy. basicos .
como DMF o DMSO 1%
En el caso de reacciones dcnde el reactivo y ¢l estado de transmlon son espemes ‘
catiénicas, se observa un aumento de velocidad muy pequefio ya que “aunque la
solvatacién de un estado de transicién grande, 'poalarizable,iy donador de enlaces de
B hidrogeno por disolventes dipoiaies' aprdtices es fuerte, también lo es la solvatacidn de
los reactivos; finalmente, ambas ¢0ntribucionés se conﬁrérrestan,
4$liii1§mdb la- reaccién ocurre entre dos amiones vy ¢l estado de transicién es un
cilamcn, que se ‘solvata mucho mejor en disolventes préticos, Tos disolventes polares
apréticos aumentan la veh)mdad de estas reacciones en mucho menor grado que en las
‘ reaccmnes donde participan un ani6n y una molécula polar neutra.

‘Como podemos ver, el cambio dé solvatacién de un estado de transicién puede

m{)dxﬁcar sxgmﬁcanvamente la velocidad de la reaccién. Asi, éstimario para los

compuestos participantes en una reaccién puede ayudar a predecxr el cambio. de las

velocidades de Ta reaccion, OV
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- AG, kJ!mol+

Disolvente dipolar aprdtico

Coordenada de reaccion

Figura ’2 6 Represemacién esquemdtica del efecto de un disoiveme polar aprétice cu'andﬁ ,
la reaceion ocurre entre un. amon v una molecula polar La desestabxhzacmn de reactwos -

disminuye el valor tc:tal de &Ea del sxstema

A veces, en vez.de disolventes pdtos se utilizan mezclas de disolventes. En el caso
de las mezelas de un disolvente dipolar aprético con agua, en Ccnceﬁtraciones‘grandes de
d1soivente se forma un aducm capaz de solvatar mejor Ios estados de transmmn anic‘micos
¥ aumentar aun més la velocidad dela reaccion. ‘Se esperana que la esfera.de sohatamon

para. aniones este consmmxda de varias molecuias de ambos disolventes- el pmtzco yel

’ i1
aprouco,

Para los disolventes poiafes de baja permitividad eléctrica (0<e<30) es valida la
supos‘icién de que ios iones no ée dise’cian"por completo, por o cual, en'las‘freaccion’es
pamc;pan como pares idnicos.

Una plopuesta empirica del efecto de mezclas de dos disolventes sobre la
velocidad de reaccion estd basada en el hecho de que el cambio de las concentraciones

relativas de disolventes modifica la constante dlelectmca ' 1 a ecuacién se aplicano sdlo
a mezcia; de disolventes, sino también puede deseribir el efecto general de la fuerza

. N~ 16ty
iénica en cualqmermedlo, ecuacion 2.6.
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Ink =Ink, + Aln{c/c" +1) (2.6)

donde kg es la velocidad de reaccién en el disolvente de referencia y A y ¢* son

" paramefros empiricos.

' 3.3_‘ Caso particular, mezelas de DMSO y agua.
2.3.1 Pmps‘eda’iies de mezclas DMSO —agua.

- El dimetilsulféxido (DMSO) y sus r‘nezclasv cbn agua se han estudiado
ampliémeme, debido a la variedad de aplicaciones de este disolvente en la industria,
medicina, sintesis quimica, eftc. El DMSO es un buen disolvente para muchos
. compuestos; como su ~téxicidad es relativamente baja frecuentemente se utiliza en

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

o fﬁ o m@
HaC— ) ~CH, HeC— " CH, HaC— é\CH3
Al ‘ Bl 1

Figura 2.7. Estructuras posibles de la molécula de DMSO

' “El DMSO es un disolvente dipclar apréticd, Se puede repreéentar por tres
estructuras resonantes, de las cuales predomina la estructura A1.87 Esto convierte al
dis’»:)lvemé en un buen aceptor de enlaces de hidrogeno v en una base muy fuerte en
términos de Lewis. .

; “El disolvente ;iuro posee una estrﬁciura intermolecular bien definida. El DMSO
puede formar cadenas largas por los enlaces que se forman entre €l azufre y el oxigeno de
sus moléculas. Este efecto desapérece al cambiar la temperatura 6 agregar disolverites
donadores de protones. ' v

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

protones. Debido a estas propiedades, estos disolventes interactian fuertemente entre si,
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fomnando emaces entre el oxigeno del DMSO y los protones del agua. El resu}tada es la
formacién de cumulos moleculares cuando la relacion de DMSO:agua en la mezcla
,ttende aser 112, A concantracmnes de DMSO. mas elevadas (Xw<0.19) se espera 1a L
formacién- de ‘especies - {DMSO)@H;@ Las propiedades fisicoquimicas de estos
disolventes, tales como presion de vapor, tensxon supemcnal viscosidad ¥ entaipia de
- mezclado cambian de manera no lineal cuando Ia proporcion de los dxsolvemes enla

mezcla es cercana a esta relacion 0¥

Las propicdaﬂes macroscépicas de las mezclas muestran una correlacién con la

acidez, la basicidad y la polaridad del medio (ecuacién 2.7).
; P(p‘ropiedad macroscopica) = SP (polaridad)+SA (acidez)+SB (basicidvad)'%P{; 2.7

La acidez, basicidad y polaridad de un disolvente se miden por la yabsorbancia de
, pares homomorfos (dos especies que intercambian una partiouia de ‘imerés {protén o
c]ectmn}) Actualmente existen varias escalas diferentes d&pendzendo de tos compuestos
, uuhzados La escala que utilizamos para analisis de aigunos de los result,adcs obtenidos ‘
(18}

es la informada por Catalan "™ y unhzada por él para anahzar mezclas de DMSO y agua,

1.a basicidad de mezclas de DMSO con agua es mayor que el valor esperadc siel
compoﬂamwnto de la mezcla fuera uieal mientras que la acidez sxempre €8 menor que
' este valor, En ‘cambio, la polaridad es menor que 1a del .compottamzemo ideal a bajas
concentracibne;s de agua (XW<O.4) y ¢rece al aumentar el porcéntaje de DMSO (Ei Q. 2.8).

‘ El nucleéfilo Qﬁe utilizamos en los experimentos es el ion OH’ cuya energia libre
cambia al traﬁéferirlo a las mezclas con diferentes concentraéianes de DMSO, lo qine
puede afectar la velocidad de reaccion (Tabla 2.4). No se encontraron en la literatura
valoresde energia de transferencia elévadas de” DMSO débido a las dificultades

" experimentales de las mediciones potenciométricas a altas concentraciones del

disolvente,
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,Figm:'a 2.8. Cambio de acidez (cuadros negros), basicidad (circulos negros) y‘ polaridad

{circulos abiertos) del medio de la reaccién al variar cantidad de DMSO. %

~ Tabla 2.4. Energia libre de transferencia de H™ y OH a
mezclas DMSO/agua (25 'C /keal mol ).

A peso de DMSO | Fraccion mol HyO | AGw(H") | AG tr(OH)
20 o 0.94 -0,21 4 1.2
{40 0.86 -1.69 32
g0 074 T332 |62
0 053 6320|102

2.3.2 Efe;’(o de DMS O en las reaccibnes de hidrolisis de ésteres.

Se ha observado que la hidrolisis de los ésteres de dcidos carboxilicos transcurre.
maés rapido en mezclas de agua con DMSO que en medio ptiramente‘acuosé, Este efecto
es mayor para los esteres aromaticos que para los alifaticos.'?

La etapa que determina la velocidad de la reaccién es la formacién de un

intermediario tetraédrico. Lo mas importante para la aceleracion de Ia reaccion de
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hidﬁélisis alcalina es la desestabilizacion del ién hidréxido, un anién pequefio con carga
localizada {(duro en términos de Pearson). La aceleracién de la reaccion puede ser
analizada usando la ecuacion (2‘2):: ia soivatacién del sustfato no tiene gran influencia
sobre la aceleracion; la solvatacion del estado de trahsicién para los ésteres aromaticos es
mayor gue para los alifiticos debido a una mayor dispersién de carga en estas moléculas.
La transferencia a DMSO afecta la consiante de autoionizacion de agua vy lodas
las reacciones de transferencia de protén. El pKa de los acidos aumenta linealmente al
crecer la proporcién de DMSO en la mezcla y este aumento tiene una pendiente mayor
para écidos mds débiles. Sin emBargo este comportamiento no es genéra§ y hay casos
para los que se vobsvcrxfrm funciones no lineales. ¥ ‘
Hay pocos estudios del efecto del medio sobre la rapidez de la reaccion para las |
reacciones de‘ hidrélisis de los ésteres fosfato. Varios de estos trabajos han sido hechos
por Hengge y su grupo; estudian la hidrélisis de monoésteres de fosforo @ con base en ‘
- investigaciones previas hechas por Kirby, @ quien informé que la rapidez de la hidrdlisis
- del dianion de p-nitrofenilfosfato (NPP) aumentd hasta 10° veces al pasar de un medio
-acti0so a una mezcla acuosa con 95% de DMSO, mientras que es practicamente cero para
su monoanion. Las razones principales por las qﬁe se le atribuye esta aceleracion son la
desestabilizacion dé los reactivos y el alargamiento del enlace P-Q con el fin de dispersar
la carga, lo que debilita mucho este enlace. ‘Para los sustratos con un grupo saliente mas
basico que el fenolato (el valorde pK, del fenol en agua es de 9.95 y en el articulo no se
mencionan los valores en las mezclas de DMSO-agua) el efecto del medio fue
insignificante. Ambos autores “enfatizan la posibl‘ev semejanza de los mecanismos
propuestos con los de las nucleasas en sistemas bioldgicos. V
Practicamente no hay datos del efecto de! disolvente en presencia de iones
metalicos a pesa;r de que se utilizan con frecuencia mezelas de disolventes, como DMSO
con agua, para disolver ligantes sintéticos. Ademas no existe en la literatura ningin
intento de interpretar estos datos en funcién de la cantidad de disolventie empleado.
Hay un estudio con pocos detalles que informa una ligera disminucion de la
velocidad de la reaccidn de hidrélisis de fosfodiésteres en mezclas acuosas con 40 % de

D’V{SO v/v en presencia de iones Eu(lll). ‘%%
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Reoientemente" se publico un estudio de la reactividad nucleofilica del ién etéxido
en etanol empleando como sustrato p-nitrofenilfosfonato y el efecto catalitico de metales
“alcalinos.”” En este caso se informa la partieipacién simultanea de varios iones metalicos -

(3 en el caso dék K*, 4 enel caso de Na™ y 5 en el caso de Li"). 7
2.4 Efecto de los metales alealinotérreos sobre 1a hidrélisis de ésteres fosfato. |

A pesar de que el Ca™ y el Mg™ son metales alcalinotérreos con importancia

biolégica, no se han’ fealizado ﬁzuchos estudios de la actividad hidrolitica de esta‘famiiia‘
de cationes. - |

‘ Los metaias alcalinotérreos tienen un sélo estado de Qxidaci‘én, son relativémente

grandes y tienen una configuracién electronica de capa cetrada. Se ha prc;puesto de datos

de RMN que el nimero de coordinacién péra Ba®", 8r*" v, probablemente Ca’" es 8, sin

ernbargo, al pasar al DMSO cambia a 6. 3 ' ' '

" Entre Jas razones por las que estos metales no han generado un. gran interés cono
catalizadores de reacciones de hidmhms en sistemas artificiales, estan su poca capacidad
de formar enlaces de coordinacién con diferentes ligantes, (o que hace practicamente

- imposible la modiﬁt«acién de la velocidad de la reaccion coun distintos ligantes), ¥ ia baja
solubilidad de sus hidréxidos. | t '

2.4.1 El ion Mg**

- Se ha observado que la adicién de Mg®" al medio de reaccidn causa que la
:velocidad de la reaccién disminuya o, en el mejor de los casos, tenga un ligero aumento.
, Asi,,pér ejemplo, la rapidez de hidrélisis del monoéster NPP a 39.2°C, fuerza iénica 1.0
MKCI ypH 9.1 disﬁxinﬁye un poco-(de 1.7x10° M's" a 1.4x107) en presencia de 0.33
M de Mg™", mientras que la hidrélisis de 2.4-dinitrofenilfosfato a pH 8 y a.las mismas
cc)ndic‘iones decae gradualmente al aumentar la concentracién de Mg”™. Su constante de
velocidad de segundo orden es'menor a 2x10° M's ™ con 0.33 M de Mg™*, mientras quek |
en ausencia de magnesio, la constante de scgundo orden es de | 9><1{)"4 M s para i

misma reaccién. &Y
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La actividad catalitica de Mgb vy ofros iones alcalinotérreos se ha observado en
los estudios de hidrélisis de ARN realizados por M. Komxyama ¥ su grupo @%).en medio
acuoso (50 °C, pH 7.3 con buffer HEPES, concentracion de nucledtidos 0.1 mM,

-concentracion de metal 0.1-1.0 M (MCh)). Los autores: indican quevcon Mg™ hay una
 aceleracién de la reaccién y para Sr*" y Ba®' pricticamente 110 se observa catalisis. El
, éf‘ectol con Ca®* es diferente va que de forma simultdnea ocurren ataques a sitios
diferentes en los nucledtidos. La reaccion con metales alcalinotérreos es de primer orden
- con respecto al metal, a diferencia de lo reportado con Na'en etz‘mo] d(mde el orden
‘ respecto al metal es muy alto (vide supra). Se propone, a pamr de estudios de RMN que
la reaccién se lleva a cabo por la cooperacion entre dos vlones, Mg™" Vale la pena
mencionar, que al ajus{a'r la fuerza' iénica con Na(l reportan una competemia por el -
sustrato entre los iones Na” y Mg®*, va que la velocidad: de hlerhSlS decae en presenma
‘de iones sod10 ! v

- Ademis de esto, observaron qué los iones Mg™" en presencia de oligon&cieétidﬂs
prediseﬁadoé para reconocer al sustrato, ARN, promueven su catalisis eficientemente. En
este caso, las secuencias sintéticas actwan el enlaoe P-O al ser hidrolizado y ei metal
functona como proveed{)r del nucledfilo para hacer un corte especifico.?%

“En un modelo del sitio activo. de la fosfatasa. alcalma smm}ado por ATP unido a
un comple;c de cobalto que promueve la hldrohsas mtramolecular de ATP en "nedio
T acuo0so, existe un aumemo de la velomdad de reaccion de hllehSlS hasta 3000 VECES a
/ pH 9.97 en presencaa de iones Mg™* En este caso se pmpone un. mecanismo cooperatw
entre dos metales diferentes ~ Co(ll) presente en el complgjo v Mg ‘presente. en la

disolucion como MgCl; (25 °C, fuerza iénica 1.0 KCI, concentracién de Mg 0.33 M)
2.4.2 Elion Ca®

A pesar de que los fones Ca’* forman parte del sitio activo de la nucleasa de
estaﬁ’lococo, una de las enzimas mas eficientes, no hay muchos estudios donde se haya
probado su actividad fosfoesterolitica. Algunos de éllos sefialan que el hidréxiﬁo de -

“calcio podria poseer cierta actividad esterolitica, 'sin embargo, los resultados son

solamente cualitativos y no muy recientes ( 1953)6(38)
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Al igual que para el Mg™, se ha probado I‘a actividad del Ca™ con monoésteres de
p-nitrofenilfosfato, v 2,4-dinitrofenil fosfato. A diferencia del Mg?", que funciona como

inhibidor, el Ca*" acelera ligeramente la rapidez de la reaccion.**’

2.4.3 Los iones S¥** y Ba®*

. . N N . . . - P
Sr*" y Ba™ no son metales de importancia biolégica, por lo cual el interés en elios

ha sido aiin menor que para. calcio y magnesio. Sin embargc se ha informado la actividad -

del hlleXidG de bario en 13 hidrélisis de diésteres fosfdto es un cstuélc soie cuahiatwe )
donde no se midieron las constantes de rapidez de las reacciones.”” ,
Reczentememe se ha descubierto que complegos de Ca®, Zn™, Ba y Zn" y Sr*”
Junms con. ¢l ligante CRTPA presentado en la ﬁoura 2.12, pueden ser dinucleares vy
poseen una gran actividad hacia la hidrolisis de bis-p- mtmfemlfosfatc B0 A pH 8.5, 500
Cy20%de D\/ISO enagua la rapldez dela hldrohsm de BNPP aumenta 1120 veces péra
‘ [ZnSr(CRTPA)]“ 2800 veces para [ZnBa(CRTPA)]M a pH 9.3 y 1050 veces para
{ZnCa(CRTPA}}“’ En ausencia del segundo i6n metéalico, el aumento de la rapidez de la

reaceion fue mucho menor: sélo 150 veces para [Ba(CRTPA)”".

Figura 2.12. El 'Iiganté CRTPA con dos sitios de coordinacion.

Como podemos ver, la informacion sobre la actividad catalitica de los iones de los
‘metales alcalinotérreos es sumamente. escasa, por fo cual, es importante un estudio mas -

prafundo.
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3. Objetivos.

Es importantae elucidar el papel de los iones de los metales élcalinotyérrees enla
hldrohszs de los diesteres fosfato con el fm de buscar una e\phcacmn pIausxble de su

‘capacidad para servxr como cofactores en 10s sitios activos de las enzimas hidroliticas,
Objetivo General

Estudiar el efecte catalmco de metales alcalinotérreos en 1a hidrolisis ‘Dbasica de
fosfodlestercs en agua y en medlos con caracteristicas similares al sitio activo de una

enzima.

Encontrar las condlcmnes dptimas y caracterizar 1as especies responsables del

cambio de reactmdad en estos sistemas.
Objetivos Particulares

1. Estudiar el efecto catalitico de los iones de metales alcalinotérreos en la hidrélisis

baslca acuosa de diésteres fosfato.-

2. Estudiar ¢l efécto del disolvente en la rapidez de la reaccion de h]drohsxs alcalina
de diésteres fosfato,

3. Esiudiar, el efecto catalitico de los metales alcalinotérreos en la hidrolisis en un
"disolyeme dipolar aprético con bajo contenido de agua.

4. Identificar las especies activas responsables de la catélisis en ¢ada caso.
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4. Procedimiento experimental

4.1 Sustancias empleadas

Sustrato
 Se empleé c,o}mo' sustrato el fesfodiééter bis-p-nitrofenil fosfato {de aqui en
adeldnte, BNPP), que es un sustrato ampliamente empleado para estudios de hidrélisis de k
‘fdsfodiésteres« Suo hidrolisis es irrcversiblé y da como prod;icto nitrofenol. ‘E"Sie Gltimo es - k
fécilmente‘dex;ectabie debido a que su anién nitrofenolato tiene una banda caracteristica
‘en la region visible del espectro de absorcién en'400 nm.
o

| égu@o—gmo@éz '

OH

 Figura 4.1 bis»p—niﬁ'ofenﬁfosfam, Peso formula 340.18 g/mol, pK, 1.04. Apariencia
fisica: polvo blanco, Bl diéster fue qcmp;ado de Aldrich, pureza 99%, y se recristalizé de

agua en medio &cido.
‘Sales inorganicas

- . Se emplearon cloruros de los metales alcalinotérreos. Las disoluciones de las Saies
de los cationes metélicos ‘empleados fueron preparadas y valoradas por métodos
estandares: con EDTA en el caso de Ca®* y Mg®* y gravimétricamente como MSO; para
Sty Ba®" OV o ‘ ‘

. MgCiﬁ, pureza 97.5 % (las impurezas son principalmente agua), Strem Chemicals-

o CaCly, pureza, 9.9 %, Aldrich ‘

. ‘BaCiz«?‘I"IzO, pureza 100.1 % (determinada por titulacién con EDTA), Baker
A:ia‘zyzed k )

e S5rCl-6H,0, pureza 98 %, Aldrich.
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. Disolventes

En todos los experimentos se utilizé agua destilada y desionizada con una resistividad de

182101 MQcm obtenida mediante un sistema Barnstead Nanopure®.
: E]’DMSO,utﬂizado fue Aldrich'99.9 % de pureza, sin ningdn tratamiento previo,

Reactivos adicionales

» Disolucion de NaOH Aldrich certificada 1.0 M y disolucién de NaOH preparada
del reactivo slido Aldrich 99.99%. o |

e Disohucién de HCI Aldrich certificada 1.0 M

+ EDTA, sal disodica, Aldrich 99.99%

e Znmetalico Aldrich 99.998%

o Bifialato de Potasio, Aldrich 99. 9%

Todos emp]éados sin tratamiento adicional.
. 4.2 Equipo

Las‘mediciones de vammen se realizaron con micropipetas Eppehdorf Research
serie 2000 con volﬁmeﬁes variables. 'Las mediciones de pH sé_ hicieron -con in
potencidmetro digital Orion Model 710-A, utilizando un electrodo de ‘vidrié Orion
- ROSS"™. Para calibrar el potencidmetro se usaron amortiguadores de referencia frescos a
25°C, pH 4.00, 7.00 v 10.00 (Aldrich, precisién de £0.01). Durante los experimentos se
mantuvo constante la temperatura utilizando un bafio de recirculacién de agua‘ma‘rca
Fischer Scientifics Isetémp‘ 1016S (+ 0.1°C). Las mediciones espectrofdtémétricas enel

ultravioleta y el visible se hicieron en los espectrofotometros Hewlett Packard HPB453 de
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érreglo de diodos ¢ UNICAM UV 500 de doble haz, ambos con éompartimentas -
termostatados £0.1°C. .

‘ 4.3 Estudie cinético

Ei t;ranscurso de todas las reacciones de mdréks:s con BNPP (Figura 4. 2) s¢

siguid espectrofotomemcamente mzdlendo la apancmn del amon 4—mtr0fenoiato

T -~ hidrélisis - - 3 T
OuN Q—-!:“—O O i 3N O—?—O + 0 NOy
. & ’ ) &

| Figum?f.z Reaccién general observada de’hid'rélisis de BNPP

Se emplearon disoluciones patrén recién preparadas de BNPP. Todas las
'chsoiucxones patrdn se mantuweron selladas ¥ en reﬁ*xgeramon por pericdos de no mas de
2 semanas para evitar su descomposlclén Para las medmwnes cinéticas- se empleo el

intervalo de concentracién del sustrato de 2x10° a 1% 10 M

040

0.25 4

.30

G254

0.20 4

Absorbencia

2.15 ]
[ L2 S

0e84 -

o.00

Y

6z ¢ 8 & © 12
concentracion de nitrofenciate 1X10° M
Figura 4.. Curva de calibracién para la determinaciéin de

nitrofenolato en una mezcla DMSO 90 % v/v, 8“‘30500

Miem’

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

para este anidén y su posicién varian al aumentar la concentracién de DMSO (Fig: 4.4},
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k El anién 4-nitrofenclato, como ya se habia mencionadq, es un anién intensamente
caldﬁdn; su cuantificacién mediante cspsctmfotometria UV-visible es senéilla y permite
cié‘tectarlo en cantidades micromblafes, con Sig&ientes parémetros Aoy €8 400 nm (HgO ;
C100%) y 425 nm (DMSO 90 % viv), e - € 18,000 Mrien™ (a0 100%), g5 es

30,500 M om™ (DMSO 90 % v/v)
‘ La cantidad de mtmfenolato producida por la hidrélisis en las mezclas de 90% -
DMSO v/v, se cuantificd mediante ung cim«a de calibracion en estcme;dio,‘el cual fue el
_ mas empleado para el estudio cinético (ver Fig. 4.3). La curva es lineal en todo el

intervalo estudiado y el coeficiente de extincion molar es de y €5 30,500 l\;fi"o::mf1

- - - -DMSO50 %] |
L ----DMSO70%
‘;f’\; : . e=- DMSO 80 %] .|
TR - DMSO 90 %
DMSO95%|

00 30 40 450 500 550 600
‘ Longtitud de onda, nm

Fzgam 4.4 Espectro de absorcmn de mtrofenoiato 1x10° M a

dlfcremes concentraciones de DMSO

Como se ve en la Fig.4.5, el méximo se desplaza desde 400 nm en agua, hasta 473
nm en 90% DMSO. El coeficiente de absomwdad molar se incrementa casi al doble: gy
18,000 M ‘em’ en agua vy &ss 30,500 Miem™ en 90% DMSO. Esto se debe

probablemente a cambios en la solvatacién del anion.
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En los casos de reacciones con porcentajes de DMSO variables se hicieron

‘ adicicmesfestandar de nitrofenol al final de _cada reaccion,

34000 ]
32000 - ‘ .
30000 4 . -8
28000 ] ’ . Py
P -

24000 - . .

& Miem!

22000 - s
20000 e

180004 m°

16000

0.0 02 04 .06 08 10
‘ fraccion DMSO viv

thum 4.5 Cambio de la absortividad molar de nitrofenolato al aumentar la

concentracion dc DMSO enel mé}umo de adsorczon para cada caso.

Dﬁrante la cinética de hidrolisis del BNPP se Gbéenfé la liberacion de un
: équivaleme de 4-nitrofenolato por mol de. sustraio Cuando la reaccidn es muy lenta vy

durante el expenmenm se libera menos del 10 % dei producto esperado, es razonable
- s:xponer que fa concemracmn de reactivo es ccnstan’ce ¥ calcuiar la velocidad ds reaccmn

-con un ajusie lmeal (ecuacidn 4.1, ve locidad inicial}
A=, %k,, x[BNPP], x1 (4.1)

donde A es la absorbencia registrada, €, es Ia absorcién mokar de nitrofeniolato y kay la
uonstante de velocldad observada. (

Cuando se observa una saturacion en el crec:mlento de absorbencia de Ia muestra
se puede empiear la ecuacién-4.2, que corresponde a la reaccion de primer orden con

respecto al sustrato.




tad
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A= 4, (1-e""’)+‘)1 o (4.2)
donde Asesla absorbencia inicial, Ay es el cambio dela absorbenma a tiempo mﬁmte y
Kobs 12 constante de »elocldad observada.

Sin embargo en algunos Casos 103 perfiles de absarbencla en funcwn del tiempo

mestraron una desviacién notable de una cinética de pnmer orden cuando la velocidad de

hidrélisis del mtermedlano, p~mtrofemlfosfato fue méas raplda Estas curvas se amstamn‘i;iw

a una ecuacion exponencial derwada del esquema de dos etapas suceswas de hadro isis de
~pnmer orden (ecuacmn 43y la hxdmhsls de BNPP a p-nitrofenilfosfato v la posterior
» ‘hidrélisi‘s‘ de este a fosfato con la tiberacién de un équivaiente‘ de 4-nitrofenolato en cada

etapa.

‘ kit ) ’

A=A, (k e* ‘ !k, <2k )™y | @3
, k, -k

donde ky y k, son las constantes de velomdad observadas de la ruptura de BNPP y MNPP i

respectivamente. La derivacién de cada’ expresmn se presenta en ¢l apéndice 2. Los:

ejemplos de cada curva cmétma con surespectwo ajuste son presentados en Ia figura 4.6

C 124

;02‘/__/——
G 500 1000 1500 2000 2500 2000 3500 4000 4500
Hempo, 8

Figura 4.6 Ejemple de los trés posibles ajustes en la hidrélisis de 22107 M de
" BNPP en presencia de S™* 1.5 mM y diferentes concentraciones de NaOH en  DMSO
i 90 % viv.
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La reaccién de hidrélisis de BNPP en agua es extremadamente lenta ain a
temperaturas éievadas, por lo.que no es prénti(;d observarla midiendo el cambio de la
abédrbencia directamente en una célda en funcion del iiempo: el.cambio es muy pequefio
v se requieren celdas selladas para evi’taera» evaporacion del-disolvente. Pafa obtener
curvas ginétiéas se prepararon muestras de 10 mL que contenian las cantidades necesarias-

del su\s‘trati),{_lxlfl)“'4 M), hidréxido de sodio y sales metélicas. De cada disolucion se
' ‘,obtuv’iéron 6 muestras de 1.5 mL. Estas muesiras se colocaron en tubo»é de plastico
‘ ‘henﬁétices (viales Eppendorf), y lqs viales se incubaron simuﬁéneémcme‘en un bafio de
‘aguaa 70¢ C, enuna canastilla disefiada especiahnenie para garantizar-la inmersion total
~dela dxsolucmn A mtervalos de tiempo determmados, se detuvo la reaccion de hldrolxsxs
en cada uno de los viales, colocandolos en una mezc]a hielo-agua v s analizé Ia camidad
del producto formado a ese tiempo. Para ello, se tomaron espectros UV-Vis de las
: ahcuotas de I mL.
. Las alicuotas fueron llevadas a un volumen final de 3 mL con agua destilada y
- de;sig}mzada. La cantidad de nitrofenol se cuantificé a 400 nm.. En algunos casos, las
" disoluciones que contenian sales metalicas en alta concentracién en presencia de OH
podian’ formar hidréxides insolubles por lo cual su preparacion requeria de mucho
cuidado para evitar la formacién de precipitado. '
Fn el caso de las reacciones de hidrélisis en DMSO, las disoluciones se -
; p;epafaron combinando, directamente en la celda, las caﬁtidadcs apropiadas de DMSG,
agua y las disoluciones de hidréxidos y sales metlicas; adicionanado el sustrato como
_ultimo componente para iniciar las reacciones. El volumen final de éada disolucidn fue de
3000 uL. Para evitar 1a evaporacién del disolvente y prevenir la formacmn de carbonatos
en el transcurso de la reaccion, las celdas se sellaron con” tapenes de pohetxlem Las
curvas cinéticas se obtuvieron tomando espectros de las muestras a intervalos de tiempo

regulares, manteriiendo el sistema a temperatura constante.

* 4.3 Estudio potenciométrico

Todas las titulaciones se realizaron en mezclas de DMSO-agua a 25°C, siguiendo

“las recomendaciones generales para titulaciones potenciométricas. El volumen micial de
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las disolucioneé a titular fue de 30.0 mL, 90% DMSO v/v en todos los casos, y el
volumen final variaba. Para evitar cambios de concentracidon de DMSO las tiwulaciones se
realizaban con una disolucién de base en DMSO al 90 % v/v. Debido a que no sén
comﬁiatamente aditivos los volimenes de DMS’O y agua, existe un error pequefio que en
todos los. caséé que fue despreciado. Las disolﬁciones a titular se burbujearon con Ny y se
: mantuvieron' en atmésfera ‘de ‘nitrégeno durante todo el experimento pa’ra evitar la
‘ presencxa de CO, en dlsolucmn ya que la presencia de carbonatos dificultaba el alcance
del equilibric en ¢l electmdo después de cada adicion del titulante. El pmenc;ometxo se
calibré usando amomguadores de referencza a 25° C, pH 4.00, 7. 00 y 10.00 en agua.
Consxderamos que al no tener amomguadores estandar para DMSQO este tipo de
~ e:ahbracxon serfa adecuado ya que a pamr de titulaciones de. HC] en los medios
empleados, es pomble introducir una correccion para obtener a concentracion de-
- protones en medio no acuosq (vide infra). Se decidié no usar un electrol»ito soporte ya que
_ hay efectos especificos-de varios iones sobre la velocidad de'la 'rgéccién (ver resultados),
'prdbablemente debido arque las especies existentes en disolucién son diferentes en
- presencia de estos cationes. Ademas la Vanamon de la fuerza 1c’>mca en e] franscurso de
wna tztulacwn es suficientemente pequefia, £0.01 M, debido a Ia presenc:a de saies de
maia}es aicalmas 0 alcalinotérreos. -

, Debido a que los valores de diferencia de potencial obtenidos en las celdas
eiectfoquimicas utilizadas en potenciometria dependen de la actividad y no dé la
concentracién de las especies, las constanies determinadas difectameme de 'Iqs valores de
‘mediciones potenciométricas son en realidad constantes mixtas pues contienen térninos
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 equilibﬁoé en-disolucion. Primero, como la actividad de uné especie idnica
no eé un pardmetro detemiinab]e experimentalmente, estas constantes estan definidas méas’
claramente. Segundo, el céleulo de las constantes de equilibrio a partir de datos -
potenciométricos se basa en la sot:ucic’m de sistemas de ecuaciones en los que se incluye

el balance de masa para protones, por lo que se requiere conocer la concentracion y no la
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(ed
La

actividad de los protones. Por esto, es mas adecuado calibrar al electrodo en términos de
la concentracién de protones. ‘ ,
Es posfble demostrar que en una tmxiacwn de acido fuexte con base fuertm la

relacion entre ias Vdrlables mvoiucradas puede representarse con la ecuacion 4 4,09

N EAOL i T AR 2.2

C, Cyx|H [x f om0 @9

"Donde V es el volumen de‘titulame de concentracion CB‘ molar, \z"g es el volumen inicial
de la muestra, K. es el prodncfo‘»iéniéo del agua, V¢ es el volumen de eqniVa}encia,v[Hd’l
es ' la concentr'acién: de H* no corregida, tomada directamente de las medicioneé
insﬁ'umentales de pH ([Hﬁﬁﬁ"’“} ,fes el factor de correccién que es una funcién de los
coeficientes de actiﬁdéd y.del potencial de unién liqu‘ida ‘ '

Entonces, si conocemos la concentracién de la. Jbase afiadida, el volumen inicial,
los vohimenes adicionados, la concentracmn cxacta del acuio fuerte a titular y 105 valores

- de pH para cada adicién, es posible caloular el valc}r de fy de p}(W en las condlcmnes‘ '

expenmentales ) ,

Como parte de 1a calibracién rutinaria del eiectrodo se titularon 30.0 mL de HCI

0001 M estandanzadc con BusNOH 0.1 M en DMSO 90 % viv, haciendo pequefias
adimones de BmNOH, permmendo a la disolucién ethbrarse y reglstrando el pH
mstrumentai Las curvas de tltulacmn obtenidas se zgustarcm mediante una rearesmn no ‘
lineal de minimos cuadrados a la ecuacion anterior despejada en termmes del volumen

* {ecuacidn 4.5) para obtener los valores df; Ky y £

VoxC, s ey s

Ve - (4.5

Con el valor de f se corrigid la escala del potencidmetro; este factor incluye el

cambio en los coeficientes de actividad y el error asociado a la variacion del potencial de-
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ynién liquida. Al emplear valores de pH debe restarse el logaritmo de f del vulor de pH
observado para comegir la éscala del potenciémetro y usarla en términos de la

concentracion de protones,

pH = pH,,, ~log f “6)

. En las condiciones experimentales de esta tesis se determind un valor promedio de
. pK,, de 21.3 0.2 (Fig 4.7) como uno de los paréfnetros de ajuste y / se determind antes
de cada titulacién como ¢l otro parémetro de ajuste. El valor informado en la literatura
- /para el pK,, en la concentracién de DMSO dada es el miSmb dentro de los limités del
error, al valof'reportado en la literatura. ¥ ‘
"El valor de —log f, én el ‘intérvaloy de 3.01-3.03, se usé paré cérregir ia escala de.

pH ,dei ,potenciémeaa {ecuacion 4.4) y calibrar el electrodo en ftérminds de la

concentracion de protones en este medio de reaccién.

Daia: Data3_B .
104 Modst: sciddlote i
- Chirg= 0.0008% by
o Ym0 :
F {1 ooous 2000003 b
- 08 K, OB0IER  f1BIGED :
1 phes 27232 - P
‘ C,, 01 0 :
' g 0,6 »
5 < of
= ‘;
~ . 84
z ' ' —
M -
% 024 {

fnd
(]

Figura 4.7 Calibracién del electrodo en DMSO 90 % v/v. utilizando HCI’I mMen 30
mL de disolucién y titulindolo con Bu,NOH 0.1 M preparado.en DMSO 90 % viv..

‘Una titulacion tipica se realizé adicionando pequefias cantidades (50«2{)0 wl) de

BusNOH de concentracion 0.1 M a fa muestra y registrando los valores de pH obtenidos




4. Procedimiento experimental ‘ » 37

teniendo cuidado de ‘,qﬁe' estos valores fuefan estables. Las ‘muestras a titular se
prepararon aﬁadieﬁdé a las disoluciones de HCl y fas saleé correspondienies 1a cantidad
necesaria en volumen de DMSO ¥ agué pafa tener al final una mezcla'cpn,% % en
volumen de DMSO. Cada muestra. se desg;siﬁcéy $¢ mantuvo bajofatmésfera' de N;g
' durame toda ia titulacién. Es de sﬁn’ia importancia qué la disolucién a ﬁmhr esté libre de - a
carbonatos ¥ que no haya absorci§n de COQ durante 1_a:titql‘ajcién;paré obterier cub{és de
ti‘{uiacic'm reproducibles. Esfas curvas de pH vs. volumen de BuyNOH adicionado fueron
- corregidas por el factor f dgterminado pafa cada uno de ellas §m3 obtener los valores de -

-log[H"] vs. volumen de Bu,NOH adicionado.
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5. Resultados

5.1 Hidrolisis acuosa de diésteres fosfato
3.1 Hidré!isis bdsica de BNPP.

Conocer €l mecamsmo de reacmon de hldrOhSlS basica de BNPP penmte evaluar .
mejor e efecto de los metales alcahmterreos
Debido a la exirema lentitud de las reacciones, 1a hidrélisis alcalina acuosa fue ‘

lievada a cabo a 70° C y las mediciones experimentales se hicieron en el intervalo de

0.005 - 0.1 M NaOH La ﬁna‘lidad de este expﬁrimento fue determinar el orden de la-

reaccidn de hxdrohs;s bésica respecto a la concentracion’ de OH y tener datos propios
contra los cuales comparar si existe un efecto catalitico al trabajar con fones metahcos
En este caso la rapidez de todas las raacczones observadas se caicula ausando el -
amsie ala. -ecuacion 4.1 (velacldades mmales), consnderando la ruptuia de un sélo ién
‘ mtrofenalato Para varios casos se observo que los pmmems puntos de 1as curvas
indicaban una rapidez de reacmon maycr que el resto, pmbablemente esto se debe a la
presencm de una 1mpurez& que se h1drohza mas répxdameme (\fer las curvas en el Anexo
1). Bstos puntos no fueron considerados para calcular las constanites dé veloctdad
Se cstablemo ia dependenma de Ia constante de Vek}mdad de reaccmn observad&
con’ respecto a 1a concentracion del NaOH agregadﬁ Tabla 5. 1 La relac;on rcsulto ser
i hneal (R = 0.998), por lo cual podemos conclmr quela reacmon es de primer orden con
: respecto al nucledfi lo, Fig.5.1. La extrapolacmn ‘de la dependencia lineal a la
concentraciéon de OH cefo permite es‘timar el valor de la constante de la hidrolisis
espontaned que resulid ser ;gua! a &mo—(3 3:t*3 o107 5t Es un valor mucho mas alte
que el informado en la hteramra (k20 = 6. 3><10' s (a 100 °C y =103 Una posxble‘
explicacion de esta inconsistencia es que a baja concentracién de OH es mayor la.
contribucién de la h;drohsls de 1a posible impureza del sustrato como mono p—mtrofeml ;
fosfato c-ug}a velocidad de -hidrélisis no depende’ del pH, ¥ esto aumenta la velocidad -
observada. La pendiente de la gréfica en I Fig.5.1 da un valoyr‘ de la constante de Ja

hidrélisis alcalina de segundo orden k@H=(4.8iFO.2)><IO'4Y M5! que concuerda




5. Resultados R 39

razonabiemente con el valor mformade en 13 hteratura para kou a 25°C extrapolado
mediante la ecuacién de Arrhenius a 70°C con un valor de entalpm de activacién de 74.09
fmol, kou=2. 3xm‘4 M's st @

;Tabla 5.1 HldrOthS basica de BNPP
en agua en- presencia de NaOH a

concentracion v anabie
[ TNGOE, M | kux 107,57
{0005 578
Too0  |857
G035 [1A1
0.050  |2538 ;
‘ 101‘100 550 0.00 0gz  opd 006 008 010 7 012
‘ O], M

Figura 5.1 Datos de la Tabla 5.1 en fpma,g;réﬁbé
(kobs/[OH = 4.8+0.17x10* M, R= 0.9980).

Para los experimentos subsiguientes, dedicados al estudio de los eféctos de los
iones metélicos, se reaiizé una medicién de la rapidez de la reaccién en ausencia del i6n
metalico para cada serie de mediciones. Esto se hizo con el fin de poder corroborar los

resultados obtenidos y ven ﬁcar las condlcmnes planteadas en cada caso.

5.1.. Efecto de NaCl

En las medicion¢s efectuadas, no se intentd fijar la fuerza idnica (I, M) para
simplificar lo mas posible el sistema. en estudio y evitar interferencias.’Sin embargo se
decidié evaluar este efecto para corregir las mediciones a realizar.

Asl, se varid 13 concentracidn de NaCl con el fin de cubrir ¢l intervalo de fuerza
ibnica requerido para futuras mediciones en presencia de metales alcalinotérreos y se
estimé el cambio en las velocidades de reaccién. Basandose en resultados obienidos es
‘pt‘}sible hacer una s:‘o:recéién con respecto a la fuerza i6nica en el resto de los

experimentos.
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La velocidad en todos los casos se caleuld mediante el ajuste a la ecuacién de
velocidad inicial (4.1), donde se consideraba que al final de la reaccion sé'hidfoliz;atsélo
un'ién nitrofenolato. En la tabla 5.2 se presentan los resultados obtenidos. \

Estos resultados se anahzaron en términos de la teona de Debye—Huckel Debldo a

que los experzmemc«s fueron. reallzados a fuerzas idnicas altas, hemos empleado una .

versién modificada de la ecuacién de Debye, la ecuacién de Dayies ecuacién (5.1), ©9

para calcular los coeficientes de actividad de especies idnicas. Esta version semiempirica,”

es valida haéta fuerza idnica 0.5 M. -

logyi =-0.5 123(1"-?/(1 +1%-02D .1y

La reaccién de hidrélisis alcalina incluye la interabcic’m entre dos aniones de carga
~1 cada uno. En este caso, de acuerdo can la teona del estado de transmion al emplear la

ecuacién (5.1} obtummos la ecuamon (5 2} para la constante. de hxdmhsls de segundo

‘orden

Toghow = loghow” + 1.02 (1°%(1 + %) - 0.21) (5.2)

Donde kOH ‘es la constante de la hldrohszs alcahna al=0. La ﬁgum 52 presenta -

los resultados en coordenada-s de la ecuacién (5.2). Como se espera, la’ de:pendencaa de’

logkow vs. I™%/(1 + 10 %) - 0. ZI €s Imeal con pendieme posnwa El valor de la pend;eme

2.6£0. 2 es mayor que "¢l esperado. Esto se debe probablemente a que el modelo de

Debye—Huckel considera a los i iones como especics esféricas y don distribucién de carga ‘

umforme mientras que BNPP es un anidn organico de tamano grande con fragmentos
wolummasos hidrofébicos los cuales pueden modificar el efecto salmo El valor de

klogkgﬁ = - 4.97+0,041 da un valor de ko’ = (1.1:&0,1)x10 Ms
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Tabla 5.2 Dependencia de 1la

velocidad de la hidrélisis basica de 064+
BNPP. I 0.075 M. NaOH y NaCl v
variable. 0,62
. vy 0604
I | kowx10°, 87 bl
—8 0,58 4
0.075 353 0.
0.085 373 v
_ . 0,54 T T T 1
0.095 383 : ; 020 o2tz - 0z o
. . : 51744 P
0125|430 Pz

- Figura 5.2. Datos de la Tabla 5.2 en coordenadas de
la ecaacién 5.2 {pendiente 2.640.2, :R:O.Q%S).

Los resuhados obtenidos permiten conchnr lo s;gmente el efecto de la fiuerza
iénica es p051t1v0 y cuahtaﬁvamente concuerda con lo- esperado con base en la teoria de‘
Debye-Hiickel para una reaccién entre especies i6nicas. Cuantxtatwamemg el efecto
observado-es mayor que el tedrico, sin embargo su valor absoluto es peqﬁeﬁo y por ésto
es posible despreciarlo para reacciones en las que el efecto catalitico producido por iones

alcalinotérreos es significativo,
'5.1.3. Efecto del ion Mg*"

Anteriormente s habian - realizado algunos estudios cinéticos utilizando este

" metal, Sm embargo, ei resultado obtenido varia tanto de un expenmemo al otro, que

~todavia no se pu@den indicar las tendenmas generales para este jon en la hidrélisis de -

diésteres fosfatc»‘24 27,

Hasta la fecha no se h'm mformado datos premsos para la hidrolisis basica de
dlesteres fosfato con iones. acuosos de Mg sin algun tipo de amortiguador. La tazon
principal es que la poca solubilidad del hidréxido de Mg”™ que se forma durante la

reaccion.
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En Jos experlmentos reahzados durante este trabajo nos encontramos con el
mismo’ problema Sin embargo, a concentramones bajas- del meta} o del hadromdo
© {menores que 0.0IM) logtamos«obtener una disolucién homogenea de la sal metdlica,
" aparentemente sobre‘saturada: respecto al hidroxido de magnesio. Los experimentos se
" repitieron vériéS“vecés; ya"qu’e‘flasyndisoluciones' en los que desde el inic'ic‘se formaba

ﬁprecipitadd ‘se descéﬂaban.‘Parz; ﬁfép’enir' la distorsion de resultados por la aparicién de '
precipitado, las reacciones se observaban a 400 fim y a 600nm. Si la absorbancia de la -
disolucién problema medida - 3‘600 nm (donde no debe haber ningtin éambio) no se
mcrementaba en valores mayores que 0.05 los resultados se consnderaban aceptables. En
la Tabla 5.3 se presentan los resultados obtenidos.
‘Lag qonstantes observadas resultaron tener una dépendeﬁcia lineal con respeéto a
la variacién de la concentracion de Mg“—, por 19 cual la reaccién es de primer orden con -
'respeéto ‘al metal. La péndien,te\ de 1a grafica en la Fig. 5.3 repfesenta ta constante
" observada de segundé orden y.es-igual a 487x10* M's™, Debido ‘avque el efecto del ion
\4{72‘“ es‘ muy pequefio ¥ /103 problemas de soiubilidad cai;san ﬁna gran 'dispersi('m en dams,
expemmentales no fue posible ¢ estudiar la cinética de }ndrohsxs mediame la variacidn de
la concentracion de hidréxido de sodlo

' Tabla 5.3 Hidrdlisis de BNPP en'

presencia de iones Mg con NaOH 105 -
0.005 M. )
9.
Mg, M | ks, x10°7 |
5
- = 74
Q 521 ) :g
0.001 5.91 ' 64
0.003 | 686 ’
) 5
0.005 | 7.70 , ;
g - coon oo 0,004 0,005 0008
0.008 9.32 ; VY

Figura 5.3 Datos de la Tabla 5.3 en forma grafica
(kovs/[Mg?J= 5.020.1710° M, R= 0.9983).
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5.1.4 Efecto de ion Ca*"

Se ha observado que el ion Ca® tiene un efecto catalitico moderado ¢en diversos-

sistemas. Como se menciond _én jos arﬁecedemes, se ha observado un efecto cua!ixativo |
“del ion Ca™ en Ia hidrdlisis basica de diésteres fosfato™",

El ion Ca’” presenta uria gran actividad catalitica en la reaccion en este sistema,
Las velocidades de reaccién observadas son tan altas, que en algunos eaéos las constantes -
de velocidad observada se obtuvieron mediante ajustes integrales de prime;e‘ orden a partir
‘de las curvas cmetwas obtenidas. Debldo a que el hidréxido de calczo €s suﬁmentememe

solub le, se logro llegar a concentramones reianvamente altas del metal y del sustrato v se
obtuvo una curva de saturacién con respecto al hldrox1d0 ;

* La mayoria de las constantes de velomdad de las’ reacmones se calcularon a partir

" de velocidades iniciales, para lo que se considerd que al final de la reaccion se produce
solo im ion nitrofenolatd por molécula de sustraio. Chandﬂ las reaé‘cianeé fﬁemh‘ o
suﬁcxentemente 1ap1das las constantes de velocidad se obtumercn medzam;e ajustes auna
ecuacién de. primer orden, ecuacién 4.2. En ia Tabla 54 y Flgura 5.4 se presentan ios
resuitados obte;mdos.

La ﬁepeﬁdénoia lineal de kops vs. cencentracién de caleio, Fig 5.5, nos indica @e
la reaccion es de prlmer orden coi respecto al metal y la constante s:observada de scgundo
orden, caicuiada como 1a pendiente de la linea recta, es de 0 037 M“ ' Cabe senalar
que fa aceleracion observada en presencia de i6n Ca®* es casi 100 veces mavcr que enel
de ion del Mgw’

Sin embargo, para calcular la constante de Velomdad de reaccion -con el
hidréxocomple}o del i6n Ca®* es mdmpensabie evaluar la constante de formacion de Ia.

especie activa CaOH", que presumiblemente es la especie nucleofilica en este medio.
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Tabla 5.4 Hidrolisis de BNPP. en

presencia de Ca’* con NaOH 0.075 M 45:
40 >
Ca®, mM Kops<10° M s 351
) :E 30+
0 i 4.88 o 25+
2 ]
T 781 % .
15
3 - 14.83 ‘ 0]
5 19.20 54
D T T N T T T T T 1
10 , ,42'79 0,000 0,002 0,004 0,008 0,008 0010 0012

[Ca™"], M
Figutja 5.4 Datos de la Tabla 5.4 en forma grafica.
(Kops/[OH 1= 3.7£0.3%107> M, R= 0.9918).

La constante de formacio'n se calculd a partir de los datos cinéticos obtenidas al
variar la concentracion de hidréxido manteniendo la concentracién del metal fi jd e igﬁal a
0.005 M. Las constantes de velocidad de las reacciones donde se empled menor
concentracwn de NaOH (0.001 M y 0.005M) se calcularon medlante ajustes a la ecuacion
de velocidad inicial (Ecuacién 4.1), para lo que se considerd que al ﬁnal de la reaccion se’
produce: sélo un ion nitrofenolato por molécula de sustrato. En otrcs casos fue necesano
realizar un-ajuste a la ecuacmn de pnmer ordent (Ecuacién 4 2) En latabla 5.5y ﬁgura
5.5 se presentan los resultados obtenidos.

‘En este caso se observa una “saturacién” de kobs al incrementarse la concentracion
de NaOH; es decir, kobs llega 2 un valor méximo que ya no depende de la concentracién
de hidréxido. Este fenomeno no se observa en la figura 5.4 que corresponde a la

 variacién de la concentracidén del catién metdlico porque en este experimentok la
concentracion del metal siempre es menor que la de hidréxido 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 saturacién se debe a la formacién del

hidroxocomplejo metalico.
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Tabldiﬁ ﬁidfélisis de BNPP en presencia de CaCl, 0.005 M.

OH | ko X107 | 107 579
G001 (072 [03%
0005 390 (335
001|667 ‘5.86’
002|923 793
005 1318|1043

a) ‘valor corregide por la éontﬁbucién de la velocidad de hidrolisis alcalina.
o .

|
1

000 o0t 602 003 004 005 -
[OHL M

Figura 5.5 Datos de la Tabla 5.5 en forma grafica. (kens*[Ca® J/[OH = 14£0.8x107 M,
Ko=69.9410, R*=0.9932).

El esquema del mecanismo de la reaccion se presenta en la figura 5.6.




5‘ Resunﬁd(}s N RS B A s B - e - 46

B | k N
- OH +BNPP — Lo producto
Kol M ‘

: k
MOH +BNPP —ZP pr@ducgg
F igura 3.6 P(}SIbles rutas para la h;dmhms de BNPP.

Debido a que la concentracién de hidroxido en cada punto es variable, es-

necesario carreglr las constautes observadas por la contnbucmn de la velcscxdad de

hldrohs;s alcalma en cada punto
Las velocidades de hldrohszs alcahna en los puntes de interés se obtienen a partir
dela graﬁca 5.1. Se realizé el ajuste-de los datos ;:metwcs de acuerdo con el mecanismo

propuesto usando la ecuacién 5.3, La ecuacién explica la saturacién en los valores de las

constamss observables. Su desarrollo se presenta en ¢l Anexo 3. Es una expres10n A :

pareczda ala canoczda ecuacion de Mlchaehs»Menten

_— Koyl MML |
=t o + (53)

donde [M]r y [OHJr son, respectivamente, las conbéntracibnés totales de metal y de ion

‘ hidréxido, k; es la constante catalitica de segundo orden y Koy la constante de formacion

de la especie activa MOH' .

Coinoiresultado, se obtuvo la constante catalitica y la constante de formacién del

hidroxocomplejo de’ Ca*. Su comparacion con los datos informados y un andlisis mas
exhaustivo de los resultadcé se realizara més adelante. De acuerdo al ajuste reafizado, la
© constante de formacxon del complejo catalitico CaOH a70°Cesde 70M " yel vaior de

-k, catalitica es ' 1.40x107 M gl
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' 5.1.5 Efecto del ién Sr**

Los iones de estroncio y bario no se cﬁcuentralj presentes gn los sistemas
bioldgicos, sin embargo, se-esperaria que su comportamienté quimico fuera similar al del
- calcio por pertenecer - ala misma familia La solubﬂidad relativamente clevada de los
hldE“édeOS de ‘ambos mata{es permmo mcrementar las concentraciones del mexai e
hidréxido, y explorar su compoﬁamlemo en un intervalo mas amphe lo cual no fue
pos{blc con los otros cationes estudiados.

Las constantes de velocidad de las reacciones se calcularon mediante ajustes-a la
ecuacién de velomdad inicial, pa:& 1o que se considerd que al final de la reaccién se
: produce s6lo un ién mu'ofenolatc} por molécula de sustratcs Se ebtuvxeron los stguientes
valores.

‘En presencia de Sr**, la reaccién es de primer orden con respecto al metal. El

efecto catalitico es moderado: la constante observada de segundoe orden es de 7.32x 107
Mst

Tabla 5.6 Hidrolisis de BNPP en

‘presencia de Sy NaOH 0.1 M. *1
SITmM | kepex 107
i 6.28
5 1011
10 13.58
20 19.16
30 T 29.04 . %.000 0005 0010 0015 qéz@ 0oz omm
— i B M

Figura 5.7 Daios de la Tabla 5.6 en forma
grafica ((kops/[OH )= 7.320.5x107 M5, R=
0.9942).
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La variacion &e la concentracién de hidroxido a concentracion fija del metal, da
un comportamiento en el cual ks llega a im valor méximo al aumentar la concentracién
de hxdromdo} es decn‘ se satura (Fig. 5.8). Debido a la pequefia constante de formaci6n de
la especie activa SrOH la saturacién no es muy pronunc1ada Sin embargo fue posible
llevar a cabo el ajuste a la. ecuacién (5.3) (ver seccxon 5. 1. 7) Los resultados obtenidos -
son los siguientes: la constante de fonnaclén dela espec1e activa es 3 M y el valor de 1ay

“constante catalitica kz es de 1 8><10 M"

Tabla 5.7 Hidrolisis de BNPP en presencia de
SrCl, 0.005 M.

T IOHT, M | keeex10° 57 | k1 0° 579
o005 o2 JoI5.
00T 1335 042
005 396 (13
607 [540 T30
C[eT {706 (153
| 013 ‘ 1022 2.69 — _m&m o o 0% 0% ‘a'mf oz om om

a} . . « .

‘yalor corregido por fa cor;tnbucxén de. Fzgura 5.8 Datos de la Tabla 5.7 en forma grafica,
velocidad de hidrélisis alcalina ((kobs*STV[OH )= 9+4x107 M, KOH =3+1.6,

- ‘ R?=0.9831)

Por lo tanto, es razonable pensar que la actividad moderada que se logra con Sr*”,
se debe a que la constante de formacién de la especie activa StOH” es muy baja, y por lo

tanto existe en una proporcidén muy pequefa en disolucidn.
5.1.6. Efecto del ién Ba’

Este i6n metilico tampoco se presenta en enzimas hidroliticas pero se ha

reportado en forma cualitativa que el i6n Ba®" aumenta la velocidad de hidrélisis de
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diésteres fosfato (ver los antecedentes); no se han obtenido anteriormente los datos del
efecto cuantitativo de este ion. ; ‘ '

" La reaccion es de primer orden con respecto al metal, como podemos ver en la
- Fig. 5.9; lxaf constante observada del segundo orden es igual a 2.34x10™ M"‘s"? menor qué
en ieI caso de Ca*" y Sr**. Para evaluar la reactividad del hidroxocomplejo, es'ngecesario
determinar la constante de formacién de la especie activa BaOH*. Como en los casos
" anteriores intentamos realizar kéSm variando la concentracion de NaOH - a una
concentracién del metal fija, Tabla 5.8.

Tabla 5.8 Hidrélisis de BNPP en presencia de Ba®".
La concentracion de NaOH empleada es de 0.075 M

B, mM | &opsx10°
0 376
484
10 501
20 X
30 10.07

-1
k X108

0000 0005 0010 0015 0020 0G5 0030
: [Ba*], M

Figura 5.9 Datos de la Tabla 5.8 en forma grafica.
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(ko [Ba? J= 2.3£02%10° M's", R=0.9872).

Al variar la concentractén de h;droxxde en la hidl‘()lISiS de BNPP después de’

. descartar la contnbucmn del hidréxido. hbre, se observa una contnbumon mmxma por -

parte de la especie activa que mc]uye al metai probablemente porque la conslame de
' formac:én de la especie activa es muy pequefia. Debxde a que esta constante no pudo ser
'dete‘rminada a partir de nuyesfems‘ datos cinéticds,' se enipleé la constantekde formacién de
'BaOH" informada en la literatiira para la evaluacion de la actividad catalitica de este ion
metalico. V |

Tabla 5.9 Hidrolisis de BNPP en presencia de BaCl 0.005 M

LOH [ ko 10°87 | kg™ 10679
5605 [080 0

00T 329 19

002 535 [0

005 |24 097

007 | 2782 93

9 valor corregido porla contribucién de la velocidad de hidrélisis alcalina

317 Resumen ¥ andglisis ife‘ resultados de la I:idréffsié acuosa de BNPP con metales

alcalinotérreos.

Las reacciones que ccurren en las disoluciones basicas de sales de metales

alcalinotérreos pueden representarse esquemaéticamente como se propone en la Figura
56.

Aqui podemos ver que, la velocidad de reaccién observada es en realidad la suma

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

observable puede obtenerse de la siguiente expxesmn (ecuacxon 5.4y
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k,, =k x|OH" |+ k, x[pon] | e (54

donde k es la constante de hidrdlisis bésica, k» es la constante de segundo orden’
correspondiente a la reaccién donde participan los hidroxocomplejos. metalicos. Al -

. mismo - tiempo, la fraccidn de- la especie activa [MOH*] se caléuia 2 partir de la

cual

Kow x[OH™]

(MOH )= (M }x 1+ Ky x[OH"]

(5.5)

donde {M' 1y [OHT] corfespondeﬁ a las concentraciones (otales del metal ehidréxido

. presentes y KOH es la constante de formamon dela espeme MOH Esta ulnma ecuacién ‘

€s apro‘ﬁmada v requiere que en el medio de reaccion [OH Tou>>(M™ }m{

La higrolisis basica con constante de velocxdad ki ocurre en todos ]os casos. Esta ‘
ccmnbuc;on ala veloc;dad de reacmén depende solo de la concentramon de I\aOH '

empleada. Por ello, es. necesano corregir los valores de las consrantes observadas

restandoles la conmbumén del hidréxido, sobre todo, cuandqla concentraczon de este,es

 variable.

Emsten varias maneras de detenmnar 1a constante catalitica de la h;drohsxs debida

- alos hxdroxebomple}os de metales alcalinotérreos. Las pendlentes de las dependenmas de

Kows V8. [MZ } a una concentramén de h1drox1do ﬁga {constantes observadas de scgundo

orden memionadas antenormente} nos dan \zak)res de LKoy[OH }f(l-%K@H[OH
ens'M! de acuerdor con la ﬁgura 5.6. Conociendo el valor de Koy de [OH'] se obtienen

'las censtantes cataliticas de segundc) orden &, M s Tamb1en es posible obtencr el valor

) vde ki a pamr del ajuste a la ecuacién (5.3) si se tienen 135 constames de velocxdad

observadas en funcmn de la concentramen de hidrdxido a una concentracién de- metal

fija. Los valores obtenidos d¢ ambas maneras se muestran en la tabla 5.10

concentracion conocida de} metai empieado y del grado de comple]acxon de éste..Por lo
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Tabla 5.1 0 Constantes cataliticas de segundo orden k;

Taton [k ™M [OBT M JRon | Kon [k 1% X O
L VY Mia) | sIM' () | s'M7(e) | s'MT(d) |
Meww T ] 0.000487 '
Mg” | 0.00049 10005 |- 330 [0.00079 | T 026
G 0037 0075|700 |36 [0051  |0028  [0044 |18
S 00075 |01 294 |84 0016|0018 0032 013
B [00023 0075 [- 52 [00083 | T- T0.043

(@) Datos - obtenidos de la literatura y recalculados a 70°C con los AH®
" correspondientes. “”
(b) Kk a partir de kKou[OHV(1+ Kon[OHT) v Ko de literatura “%
(<) Constantes obtenidas medianté ajustes a la ecuacion (5.3).
() k a partir de de &Kou{OH1/(1+ Kou[OH ) y Kon de ajuste a la ecuacion 5.3
B (O ; o '
: (f) o k= kKoy S'IMQ

Es posiblé comparar los valores de k; obtenidos por diferentes métodos para Ca*™'y
Sr**. Como vemos en Tabla 5.10, los valores‘,de Kou f’Jbt‘en'idoks‘ para estos cationes de los
datos cinéticos son diferentes por un factor de 2-3 veces respecto a los informados en la
literatura {estos ultimos fueroﬁ obtenidos mediante técnicas potenciométficas). Debido a‘

que es posible que el método cinético tenga mas errores sistematicos, consideramos que

" estas diferencias no son -demasiado grandes. En ‘general, los valores de k; calculados por

diferentes métodos varian entre los limites de 1.5-2 veces. Tomando en cuenta que los
valores de Kou reportados en la literatura pueden. tener menores. errores, consideramos
mas exactos los valores de k; en la sexta columna de 1a Tabla 5.10.

Ademas de comparar los valores de k; podemos analizar también los valores de las
constantes. de tercer orden ks=k;Kon. La constante de velocidad £, sim? corresponde a
la reaccién de tercer orden entre el catién metélico, BNPP y OH, y es util para comparar
la reactividad catalitica de los cationes en bajas concentraciones de OH', €s decir, lejos de
la “saturacion”. A bajas conéeﬁtraciones de hidroxido la concentracidén de las e’spec‘ies
activas MOH"™ es proporcional a Koy, mientras que a alta concentracion de OH” todo él

metal se transforma en el hidroxocomplejo vy en estas condiciones la velocidad observada
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correlaciona con k. Otra aplicacién ‘p“t:osibyléz de los valores de ks es el calculo de las

constantes de estabilidad de comple_}os metélicos con el estado de transicion de la

reacmén de hxdrolxsm

Rewsando los resultados dela tabla 5.10se observa que todas ias especies MOH

tienen mayor reactwldad que el 1011 hldré:ada hbre Esto claramente mdxca una
‘contribucidn del ién metélico en la actwaczén del sustiato. Si el papel del catién fuera -
- tnicamente el de aumentar el valor de la constante de autmomzamon del agua coordinada .,

(por estabilizer el ion OH), elevando de. esta manera la cencemraman de OH enla

d:saiucxén las especies MOH' debenan tener una reactividad: menor que la del OH libre
debldo aquela basicidad del h;dromdo dxsmmuye por efecto de cqordmacmn.

Todos ‘estos cationes forman priricipalméﬁtc enlaces% 16nicos con &tomos
donadores de electrones. La "c:éiéfé:tﬁér‘istica mas simple de la ;energia de interaccién
coulémb]ca es la relacion de la carga “al cuadrado por el rad1o 1omco (z3h). Ya que todos
cauones tienen la misma carga. podemos buscar una correlacxcm de las constantes de
velomdad sxmplemente con el valor ds I/r{ B3 La Flgura 5.10 muestra los iogantmos de

las constantes de velocidad irz v ks asi como 1as constantes de formacxon de

h:droxecomplejos Kow en funcidn de }ir, Se observa una graﬁca lineal :xmcamente para ;
ef IogKoa 1a pendlente es posztwa como se esperana de acuerdc con el modelo de -

mteracmon electrostitico entre el catién metahco y el anién OH Para las constantes de ,

veiocxéad las dependencias no son monotdnicas: se observa un mammo para Ca’*. Esto
indica la importancia de contribuciones adicionales a la electrostitica en el efecto

catalitico. ‘
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}Og(kZKOH)

logK o logk

T H T T T T T T

ey ™ T
086 - 07 08 0.9 1.0 1.1 1.2
Ba® sr* ca™ - Mg®

A, AT

Figura 5.10 Correlacién de los parimetros cinéticos y Koy con inverso del radio iénico.

Para interpretar el mecanismo catalitico es importante establecer las plopxedades ‘

, de los cationes rele:vantes ‘Los parémetros mcluldos en la Tabla 5.11 se emplearon para
interpretar. o - p;cdec_:lr las constantes de -estabilidad de los complejos metalicos con

diferentes li gantes en medios acuosos con base en la ecuacién multiparamétrica 5.6: %
logK = EABs + C4Cs — DaDsg o (5.6)
donde E ezs 13 conmbuc:on del enlace 1 zomco por parte del metal (4) y del ligante (B), C

esla corrtrabucwn del enlace covalente y D el efecto estertco

Tabla 5,1 I Caracieristicas de los cationes de metales alcalinotérreos. 3602

Catién |1, A | Ex |Ca |Da Eﬁfc,@'
Mg®" ] 086 1.86]0.178 |15 1045
|Ca™ 11141098 008110 |12.16
{s" 1132]06 00570 1053
Ba’" [1.497032!0.03 [0 |10.67
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Si ’consid'ei"émos al estado de transicion de la hidrolisis como un ligaméﬂ €3
’ razonab!e sup{mer quc los parametros responsables por su interaccion con el | ion metahco‘
seran 1os rmsmcs Los parametros EB, Cr'y Dg para el estado de translczcn se desconoe:en ‘
o que- 1mpide esnmar cuantxtatwamehte a pamr dela ecuamon 5:61a aﬁmdad de los
-iones . metahcos hama el estado de transwton y, por Io tanto, sus actividades cataliticas.
«Ademés la ecnamén 5. 6 se- aphca & hgantes monodentados micntras que el estado de
 transicién’ de 1a hidrélisis debe con51derarse como un “hgante pohdentado {mas adelante
se presentan las estructu:as posxbles). Sin embargo, podemos esperar una correlacién de ‘
\ las"cans/tames de velocidad en presencia de ioné§ metélicos con los pardmetros de la
ecuacion (56}. o :
Como 7 se observa en Ia Tabla 5.11, kxs parémstros Esr ¥y Ca. dlsmlnuyen

monoténicamente al pasar' de Mg a Ba®, mientras que la reactividad- de los
’hidmxocomplvéjos'pasa por un méximo. A primera vista la disminucion de la reactw:dad

" de Mg3+ podn’a‘ atribuirse. a un efecto estérico ya que el valor de Dy para otros cationes es

1gual a cero. Sin embargo para el ligante Dy e un parametro atémico y para atomos de.

* oxigeno Dp=0.%% Enire los parametros presentados ¢l pardmetro con un maximo para el
16m - Ca® es'la ionicidad (IA) definido como la relacidn IA*EA/CA.{”} La- mmc:d(ad
repr‘ésema la tendencia relativa ehtré dos especies a :fcrmari un' enlace inico y

‘ correlaciona con el orden de “dureza” de cationes definido por Pearson.®® El parametro
I’A, no representa uha medida de la energia de iﬁtsfacci‘én, sino del “tipo" gie ehla’ce*; y por
esto no.es evidente una correlacién entre la reactividad observada y gste parametro.

Un tratamiento til para la interpretacion de 105 datos y disefio de nuevos sistemas
cataliticos ha airaido atencién recientemente: el efecto catalitico es imer@reiédo en
términos de Ja compiejacién del catalizador con ¢l estado de transicién de la reaccion no-
catalftica.*®

' Este enfoque es pmicularmente atil para la catélisis con iones metdlicos ya que
. permite tratar al estado de transicién como un “hgante para el catalizador metalico v
aplicar en catélisis los conceptos de quimica de coordinacién desarrollados para estudios ‘

de equilibrios en disolucién.
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En el caso particular de la catahsxs de hidrolisis al calma con iones metahcos es

necesario considerar el siguiente ciclo: 38
T*
AG*on ‘ . AGm»=- RTInK*wr
| MTY
S+0H ——

AGmouy= - RTInKmion)

- AG*moH) -
S+ MOH

Figura 5.1 Ciclo termodinmico para la hldrollsls del sustrato S en ausenma v en
presencia de un ion metahco

donde AG™oy es ~1a‘energ'1’a libre de activacién de la hidrolisis alcalina, AG*wow;y €5 1a
energia libre de activac’ién;de‘l:wa ‘hidrélisiis“por interaccién del sustrato fosfodiééter {S) con
_ _eljhiﬁroxo(:omplejo M(OH)‘JT,, AGuon €s la enérg{a libr“e‘de bomplejacién de OH con el
© catién metéﬁcjd y AGicr+) ©s la energia libre de’ céﬁplsjaciéh del metal con ¢l estado de

transicién T* de la reaccion éntre S y OH de acuerdo con la ecuacién 5.7:

Ky
M+T* M(T*) (3.7)
A partir del ciclo mostrado en laFig5.11se obtiene la relacién (5.8):
AGyure = 8Guon, + AGusyory ~ Ao (5.8)

o en términos de las constantes de velocidad y equilibrio:
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logK.\; =1°g(k% Y+log Koy =I°g(k34 ) 7 (5.9
: OH A S ’

En fa Tabla 5.2 se presentan valares de logK*wr junm con los Ioaarlzmos de las
constantes de esiabxhdad de complejos de fones metédlicos alcalinotérreos con algunos

hgantes seiecczonados ‘para su comparacién.

Tabla 5.12 Logaritmos de constantes de estabilidad de complejos de cationes de metales
- alcalinotérreos con el estado de transicion de la hldl‘OhSlS de BNPP y con algunos ligantes
e séleccionados (datos para Ph0P03 de ref. 41, otros de ref. 40‘)

Catién | logK*ut" ) log K

| | PhOPO,* | HOCH,CO; | H,NCH,COy
Mg 1274 1.53 133 . {222

Ca™ 358 - |145 | 162 1.39.

st 1243 (126 130 091

Ba®™ 1195 .19 - (101 . 077

a) Calculado con la ecuacién 5.9 a partir de resuitados de la tabla 5.10

La estmctura propuesta de{ estado de transicién T* ‘para la reaccion de hidrolisis
aicahna de un fosofodléster €s una blp;raxmde frigonal con. Tos grupos entranie v salteme

en posmzon amal (ver antecedentes):

™

. Fig. 5,12 Estado de transicién de la reaccién

Ta reaccién con el hidroxocomplejo metilico probablemente transcurre a través
la formacién reversible de un complejo inestable entre el anion del fosfodidster y la
especle \fi(OH\ sobre el cual se realiza el ataque nucleofi lico del OH' comdmado hacia

- E f(}sfodiesier como se muestra esquemancamcnte en ﬁgura S13.
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El estado de transicién al cual el sistema llega imﬁediatéfnénte después del ataque
“nucleofi fico debe tener la estructura {(a), sin embargo es posubie que junto con la
formacxon del enlace P-OH ocuwrra una mtgracaon del cation. metalico para formar la-
estructura (b) que podna fener menor energla Aparentemente ambas estructuras pueden
consxderarse como complejos del estado de transicién de Ia reaccién no-catahnca con el

ién metélico; estos “complejos” tienen constantes de estabilidad K*MT

R
S—— “““
' RO, OR " ?\ i @)
RO-,, /OR 7 "a’/ Ho\i‘h
“! emoHy === A\ —= M
- 07 No o
o." ‘:\O o Q
Y
, i OR
. HOReg 7 [ 0%
RO—BL _=m (D)
| ~o7
. OH
M)

Figura 5.13 Mecanismo pijopuesto para la reaccién entre hidroxocomplejos

. metélicos v un fosfodiéster. -

Los complejos (a) y (b) son difereries en varios aspectos y uno de los posibles
‘ ~~enfoq‘ues para; discriminar entre ellos es comparar la tendencia de los valores de K*yr

: fpara dzferentes metales con las tendenmas en las constames de establhdad de complejos

o de los mmmos cationes con. hgantes que. 1m1ten algunos de los aspectos de coordmacmn

que aparecen ‘en los complejos {a) y (b} Por e;emplo los complejos metahcos con B
dlamones de monoesteres fosfato como PhOPO:* (Figura 5 14) pueden cons;derarse
'como posibles anélogos del _complejo (a) Los comple_]as metélicos con el anion del &cido
lactlco, donde la coordinacién ocurre con la pammpacwn de un grupo oxo anidnico v
fotrQ grupo hidroxilo (Figura 5.14), son pos1bles anéalogos del complejo {b). Como vemos -
de los datos presentados en la Tabla 5.14, los valores de fogK*wr no correlacionan con
.. logK para el monoéster, pero;muestran una buena correlacién con logK para lactato. Es
iteresante, que si se cambia‘ el grupo OH de lactato por NH; en el glicinato, se espera

“que la geometria de coordinacion no se modifigiie ya que solo cambia el tipo de dtomo .
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donador {ver la Gltima estructura de la Figura 5.14}, sin embargo, la correlacion con logk

- desaparece (ver la Gltima columna en la Tabla 5.10}.

o o 0 O
PhO_ o= : /—/< ‘ /—<
\ P \\\“ o\s k

2+ HO, o H,N -
o™ A N0
o] - M2+ M2+

- Figura. 5.14 Posibles imitaciones del tipo de coordincién del i6n metalico en los

estados de transicion {a) y (b).

En conclusion, kjs resultados del estudio de la actividad cataiiﬁea de metales
alcalinotérreos en Ia hidrolisis de BNPP indican qtie las formaé'activaé son complejos
M(OH) v que se observé el méaximo efecto catalitico para’ el catién de Ca™. Una posible f
explicacién de por qté.é}se observa mayor actividad con este catidn, es su capziéidad de.
formar complejos ciclicos mas estables al coordinarse simulténeménte con los grupos —
O y-OH. ‘ ’

5.2. Efecto de DMSO

Cémq se expuso en los antecedentes, el cambio del medio de reaccién puede
afectar la velocidad v hasta el mécanismo de una reaccién. ‘

' Uﬁ;disolsééhte dipolar aprético, como. el DMSO, puede incrementar la constante
de velocidad de segundo orden para una reaccién entre dos especies -anidnicas, con
“respecto a su velocidad en agua, desestabilizando 10s reactivos aniénicos. debido a la
pérdida de los enlaces de hidrogeno com las moléculas de disoivente vala dismfir'mcién

, 'de’cnérgia‘;de activacién total. Al mismb tiempo, al cambiar de agua a-un disolvente :
organico de. menor constante dieléctrica, las interacciones - idnicas se incrementan

- produciendo mayor repulsion entre especies téat:tivas; este factor disminuye la velocidad.
Entonces, en términos generales, el efécts de .un disolvente orgémiéoxen este caso
DMSO. sobre la rapidez de la reaccion de ta hidrolisis alcalina de un fosfodiéster puede ‘

ser tanto positive como negativo.
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La constante de interaccion entre el i6n metalico y el hidréxido aumenta en un
disolvente orgé.nicb. Lo mismo ocuire con la interaccién de la especie catiénica MOH™ v
el anién del fosfodiéster. Considerando los resultados obtenidos para la hidrélisis acuosa
de diésteres fosfate en presencia de metales alcalinotérreos, se puede proponer lo
siguiente. Los iones de estroncio y bario resultaron sér buenos catalizadores en agua en
“forma de MOH" pero, debldo a las interacciones debiles entre el metal y el OH estas‘
especies activas sdlo - existen en bajas ‘ concentraciones. Las mismas especies - se
presentaran en una mezcla agua - disolvente organico atin utilizando concentraciones de
‘metal e hidréxido mas diluidas. Ademés, la interaccidn entre éspecie catidnica MOH" y
el anidn del fosfodiéster ée‘ ve favorecida en medios con menor constante dieléctrica. Por
- estas razones es de esperarse que los.cationes de metales tengan un efecto catalitico més -

grande en DMSO que en agua.
5.2.1 Hidrélisis basica de BNPP

" Los primeros experimentos se llevaron a cabo utilizando NaOH como fuent”e de
OH" pem se observé que el hidréxido de sodio es poco soluble en mezclas DMSO-agua
que contienen més de 80% de DMSO v/v. Se decidié emplear como. base BusNOH,
hidrbxido de tetra(n-butil)amonio, por ser mas soluble en estos medios. Comparando los
resultados dbtenidos con ambas bases se observe, que los iones Na' tieneh un efecto
catalmco especifico.

Primero, se comparan los resultados para estas dos bases y sug efectos en la
hidrlisis de BNPP en diferentes porcentajes de DMSO. Vale 1a pena aclarar que se
enconiraron algunas dlﬁcultades para cuantificar el producto; p- mtrofenolato ya que -
gonforme se mcrem::nta la- concentracion de DMSO el maximo de absorcidén en su
espectrb se desplaza 'y el valor de la absoftividad molar (s) aumenta. Se decidido medir
£ en todos experimentos por adiciones estandar de nitrofenolato a cada mezcla DMSO-
agua utilizada (los valores obtenidos se pueden consultar en la parte ekperimental). Todos

los experimentos se realizaron a 25°C.
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Tabla 5.13. Hidrdlisis basu:a de BNPP a concentracién de DMSO vanable en presenr:la
de NaOH 0.03 M

% Vvol DMSO | kops x10° 5™
T 048
36— T08t

70 NG

80 292
30 164"

95 922

Tabla 5.14. derohszs basica de B\IPP a concentracién de DMSO vanable en presencxa
de BmNOH 0.075 M

| % vol de DMSO | kaps*10° s
. 073
50 048
s 0.46
0062
80 — 1079
50 2.99
55 239

Los datos obtenidos en ambos casos, Tablas 5.13, 5.14 y Figufa 515, se
compararon entre sf vy se observé que en presencia de iones Na' la velocidad es mayor
para concentraciones de DMSO elevadas aiin cuando la concentracién de hidroxido

emnpleada es menor que en el caso de BusNOH. -
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Figura 5.15. Resultados de las Tablas 5.13 ¥-5.14 en forma grafica.

Al variar la conce’ntra(:’ién;de DMSO la rapidez de la reaccion inicialmente
. disminuye pero cuando 1a,cantidad dejDMSQ, sekincrfemejma\pg; arriba de 80% viv, el -
valor de la rapidez aumenta bruscamente en c‘omparacién’con el valor observado en agua.
No es posible hacer un imtamiéntc “de los ‘féSuitados obtenidos como un efeéto del
disolvente en termmos de la ecuacmn {2. 1) parque en la- hteratura solamente se
encontraron mfcmnados vaiores de AGGU(OH) para mezclas DMSO-agua que contienen -
menos de 80% de DMSO y los valores ccrrespondientes para el sustrato {BNPP) son.
desconocidos. Comc un pnmer paso en la interpretacion se presenta una correlacion

sencilla entre loghon, v el mverso de 1a constante dieléctrica D, Fi gura 5.1 6
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Figura 5.16 Correlacion entre logkobs y el inverso de la constante dieleamca D para la
cinética de hidrélisis de BNPP en mezclas DMS0-agua con BmNOH como base.

Como s claro de Ia gréﬁc& la correlaoxon es pobre y ademas indica un aumenm :

de la velocuiad en medios con valores de D pequenos lo cual no es logxce dusde el pumo o

‘ de v1sta e‘ectrostatzco en la h;drohms alcalina la repulsién entre dos cargas negatwas es -
rmiy fuerte. Sin ‘embargo, hay. que conmderar otras propxedades del ' medio que también
“son impo’rtaﬁtes ‘ |

Otra opmon es correlaczonar los resuitados cmeucos con los parametros empiricos

de poiandad ac:dez y basmldad“g} a partir de la ecuacion (2. 7) se plamea la ecuacion

5.0,

logk = sxSP + axSA + bxSB + logho AL

donde SP es un pardmetro de polaridad de disolvente, SA de acidez y SB' de basicidad.
En la Figura 2.8 se presenta la variacion de los tres parmetros en mezclas DMSO-agua:
su comparacién con la Figura 5.17 permite ver que el logk correlaciona con el parmetro
SP. ‘
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Figura 5.17. (A) Bl parametro de polaridad del disolvente (SP, linea) y logk
(puntos) para: 1a }ndrohsw de BNPP en funcidn de-1a composicion de la mezcla
- DMSO-agua. (B) Gréfica de logk vs. SP.

En 1a”Figura S 17{A) los. valores de 1egk0bs se sobrepusleron 'can los de SP

,Aparentemente los perﬁies son parecidos, sin emba.rgo fa graﬁca de lagkgbs vs. SP
- - mues{ra una gran dlspersxén, Fig:5.17B.
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Figura 5.18 Los parimetros empiricos del disolvente (lineas sdlidas) y
logk (puntos) para la hidrélisis de BNPP en funcién de la composicién de
" la mezcla DMSO-agua. ‘

En la Figura 5.18 estan sobrepuestos los datos cinéticos con los tres pardmetros

empiricos. del disolvente. En esta figura se ve que SP tene muy poca variacién al.
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, compararlo con ms otros dos parametros v es poco probable que la polaridad sea un
; parametro decisivo en el incremento de la velomdad 1.a regresion multiparamétrica de la
ecuacién 2.7 da una correlacmn satisfactoria con los pardmetros de la ecuacién 5.11 (la

linea pumeafda :de la Fi'gt;ra‘ 5.18 esun perﬁl tedrico calculado con la ecuacion 5.11)..
logh=-(15.043.6) SP - (7.2£1.3) SB - (5.7+1.0) SA + (20.5¢4.5)  (5.11) .

Un analisis de esta écuacién nos indica que,lcs tres pardmetros coniribuyen a la
velocidad con c‘oeﬁéjentes negaﬁvos. Esto quiere decir que la veloeidad de hidrélisis se
ve favorecida cuando disminuye significativamente la. acid_éz del medio (SA}); esto eétév
relacionado con una menor éohiétacién del OH' es decir la “desestabilizacion” del
ucledfilo. Este efecto, sin embargo no produce una aceleracmn Lan grande como se

i,observa con los esteres de 4cidos carhoxﬂlcos (ver antecedentes) porque esta compensado :
por los efectos desfavorables del aumento de polandad y de basmxdad del medio. Un
medio mas polar debe estabilizar mas el estado inicial que el estado de transicién que
tiene la carga dgslocahzada. Es dificil explicar el efecto dé basmlciad.zﬁl pardfetro SB
: vreﬂej‘a capacidad del disolvente de aceptar protcﬁes v estabilizar las ,éspecies que son
« écidoé de Léwi's {cationes metalicos, etc.}.' La hidrélisis alcalina de BNPP por BusNOH
no-incluye ni la transferencia de un proton ni la péﬁicipacién de algin catiéng?ddeint)s
peﬁsar, sin embargn, que es importante la solvatacion del fé‘sfcm(\;} eri BNPP que' £sun
centro: acuic en termmos de’ Lewxs Es posﬂ)le que para el estado inicial {teftraednco) la
soivataclon del fosforo(V) sea mas fuerte que en el estado de t:ranswion
(pentacoordmado}, al menos por razones estéricas, dando como resultado que el estado
inicial fuera mas estable con una consecuente dlsmmumon dela veiomdad de la reaccion. -

Para los estudios subsiguientes se selecciond la mezcla DMS(}fagua con 90% de-

DMSO viv que corresponde al méximo de \{élocidad observado; En esta mezcla se
~estudié el efecto de la concentracion de OH', empleando ambas bases, Tablas“S.lS‘ )
Figura 5.19. Como se ve de estos datos, en ambos casos hay una dependencia lineal éntre »
ko v a concentracién de base con una pendiente mayor para NaOH que para BusNOH.

concordando con los resultados previos.
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EI catién n-BusN" es un cation grande con carga muy d}spers& por lo cual es poco

probab]e que pueda participar en la reaccién formando pares 16micos’ con los reactivos.

~Por esto, es razonable atribuir ¢! efecto catalitico sobre la reaccion con BusNOH en 90% .
. DMSO, finicamente al los cambios que sufre el ién hidréxido en éste medio. Por otro

Tado, cuando se emplea NaOH, se observa un efecto cataiitico por parte de i6n metalico. -

Tabla 5.15 Hidrdlisis bésica de BNPP en 90 9% de DMSO con diferentes bases.

NaOH, M [ kosx10% 8" | BuNOH, M | kopx10° 5™
0.001 0.7 001|013
3.003 05T 003 1049
0.005 T13 005 161
0.007 106 0075 278
0.01 036 [0l BEZ
(o015 24T -

PR KR )

K, x10', 8"

.00 02 oo 0.06 008 610
[OH], M

Figura 5.19 Resultados de tabla 5.15 en forma grafica.
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522 Efecto de metaies alcalinos en la reaccion.

El hecho de encontrar un efecto catalitico con el catidn de sodxo nos Hevd a -

‘ mvestzgar st la mteraccxén con este catién era especxﬁca o se trata de una forma de |
: “efecto salmo quej se observa para cualquler catién alcalino. Se decidié comparar las.
. véi@i&ﬁdes entre Tos cloruros de Li*, Na* y X7, Tablaisk.l'é y Figura'5.20.

- ‘ "‘{fomo ya se mencioné anteriormente, el sodio no tiene ningin efecto catalitico
‘ especnﬁco sabre fa rapidez de la hidrélisis de BNPP en agua donde la adicion de NaCl
‘ produce un efecta salmo posxtwo come se espera del modelo de Debye—Hucka {capitulo
| 5.1.2) Sm embargo al aumentar la concentracmn de DMSO s¢ observa que el efecto del

ion sodm aumenta significativamente.

Tabla 5. 116. Efecto de cloruros de metales alcalinos sobre velocidad
de hidréiisis alcalina de BNPP en presencia de Buy,NCH 0.03 M.

LICL M | kopsx107 s | NaCL M | kope®10° 8™ | KCL'M { kopsx10° 5™

R N BT 5a 0 047
6005 | TiT ‘
00T | 908 | 001 | 260 | 001 86
0015 | 654 T 68 | '
0.05 | 1034 | 003 893 | 003 | 331

0045 | 1339 | 0045 | 1485 | 0045 [ 552




k x10°, 8"

0 v  — Ll — v
0.00 001 om 003 004 005

Figura 5.20 Efecto de los clgmros de metales alcalinos sobre la velocidad de hidrélisis

“de BN?P en DMSQ 90 % viv. Pa’fa‘hacer los ajustes se utlhzo la ecuacién 2.6.

Comgo vemos en la figura 5. 20 lasg dependenmas de constantes de veiomdad de Ia

cancentracxén de 1a sal anadlda son lmeales, o que pemnte comparar famlmeme el efecto

de cada sal a partir de valor de la pendiente que’ cor*respande ak, M's' De aqun/

"podezmos ver. que el efecm de-NaCl es 3 veces mayor que el de KCI y casi 10 veces

mayor que el de LiClL

Las dependenmas obtemdas se ajustan muy- blen ‘a la ecuacién empirica 2.6

iaphcable para el efecto de ﬁxerza i6nica en medms NO-acuosos, por-lo cual se informan

los parémetros A y c* obtemd(}s Tabla 5. 17
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Tablg 5.17. Pardmetros de la ecuacion (2.6)
para el efecto de los clorros de metales

‘alealinos en Ia hidrdlisis de diésteres fosfato.

L

Sal |kl0*M's' |4 |

NaCI[3.65 |17 0.0089 |
KCT | 107 0,73 | 0,0013 |
[icl {022 T,01 [ 0,017

* Para este medio no se cdnaéen’ las constantes de formacién de las especies con

‘ jaésible.acti\fidad catalitica (hidroxocomplejos metalicos), sin embargo, se observa que el

i6n litio con mcnor‘radio iénico es el pedr catalizador de la reaccién. En el caso de LiCy,

neljparémetro Ade suéceptibilidad de 1a reaccion es précticaméﬂte 1.1lo que e&:fgsponde a

una Teaccidn con efecto salino “norrﬁaf‘, atribuido solo al cambio de pe_ﬁhisividéd
eléctrica del medio.!'” - |

Al aplicar la ecuacién de Debye-Hiickel (5.2) para interpretar el efecto salino

sobre el cambio de fapidéz de hidrélisis alcalina de BNPP obtenemos el mismo resultado.
En DMSO 80 % viv el efecto salino es mas pronuncia&é que en. agua, debido a q‘ue'ei '

valor de fa pendiente en la grafica de logk vs. /*° es proporcional a (1/Dy*?. La constante

dieléctrica de]' medio (D?SS,S)(TQ) es 35% menor que de agua pura (D=k?8,6)“9‘)7§ Esto
impiica~ ‘que en presencia de NaCl 0,045 M (la maxima coiwéritraéién usada) el |
incremento de vélocidad, de acuerdo con la ecuacién (5.2) para un disolvente con 90%
~ v/iv DMSO y agna, debe sef alrededor de 2 veces. El efecto observado para los iones Na™
y K es un orden de magnitud més grande. Por ofro lado, e aumento de rapidez de la
“'reaccién obéenfada en presencia de 0.045 M LiCl es 2.8 veces lo que es cercano al valor

~ ésperado para un efecto salino de Debye-Hiickel. ‘ ’

En resumen, se encontré que el fon Li” {que tiene un radie pequefio), no afecta la
velocidad de la reaccién de manera especifica, ¢l ion K con radio idnico grande y carga
dispéx‘sa acelera.la reacciénv pero en menor grado que el fon Na de radio intermedio. Es

probable, que el i6n Na” neutralice eficientemente la carga sobre el sustrato v al mismo
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tiempo sea suﬁmentemente pequenc para parzmtir el ataque nucleofilico de OH al
fésforo. Otra explicacion posible deI maximo que se observa en el caso de Na tonsidera
dos tendencias opuestas. Los catfones pequefios pueden mteractuar fuertemente con el
sustrato y-¢! estado de transicién debido a que poseen ma},for denmdad de carga, al mlsmo
tiempo su_ energia de solvatacxon es ‘mayor, lo que hace estas mteraccrones
7 'kenergeﬂcamente desfavotables La accidn de ambos procesos crea it éptmw entre la

' denmdad de ca.rga y tamafio del ion.-
- 5.2.3 Efecto de Mg >*

Ai emplear DMSO se logrd evitar el probiema de precipitécién‘ de hidréxido de

,magnesm Se observéd que ei efecto en presencia de Bu.{NOH era relativamente pequefio.

; Sm embargo; al utilizar NaOH como base ¢! efecto catahtxco fue sorprendcnte,

' Los ajustes de las curvas cinéticas se llevaron a cabo con 3 eenaciones diferentes:
ajuste hneai cuando se hldrohzaba menos de 15 % de BNPP ecuamcm de pnmecr orden -
‘ cuando el rendimiento vamaba de 15°a 100 % de nitrofenol, y ecuacién de primer orden )
pa:a dos protceésos consecutivos cuarido }a cantidad de mtmfenolato liberado superaba }a'
cantldad de BNPP presente. ‘

Los resultados obtenidos con ambas bases estén en Tablas 5.18 y 5. 19 y en forma
'gré'ﬁca en las Figuras 5.21 ¥ 5.22. Se puede observar que la reaccidn en- presenc;xa de
NaOH tieﬁe un,méximo fééilmente deteétable, cuando la relacién de Mg »* ¥ NaOH ,es' '
' alrededor de 2:5. Pademos suponer, que existe' una” especie activa en estés

concentracaones de reactwos que al variar la concentramén desaparece, para dar Iugar a-
| las especxes no reactivas, por ejemplo el complejo Mg(OH),. Para compmbar esta\
Suposmon a centmuac:on se hicieron varias tltulamones potenc:ometrlcas tanto en

- ausencia como en presencia de Na* que se dlscutlran més adelante.
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Tabla 5.18 Hidrolisis alcalina de BNPP en

- DMSO 90 % v/v en presencia de iones Mg™*

2 mM empleando NaOH como base.

[OH], M |k, x10%s”
[.001 0.40
000248
0003 | 7.6
0004|129
6005 137
0.006 |70
0007 113

7t

0001 0002 0003 Q04 0005 0006 O

Conceniracion de BuNOH, M

1

Figura 5.21. Datos de la tabla 5.18 en forma gréﬁéé -

Tabla 5.19 Hidréiisis alcalina de BNPP en

 DMSO 90 % v/v en presencia de iones Mg®*

2 mM empleando BusNOH como

‘base.

OH, M | hops10°s”

0.001 576

0.002 st}GyV'

0.003 [ 9.21

0004 [ 11.86

[0.005 11876

6006 [ 21.02

5007 2139

k,xi0's?

14
124

104

L
0.001

i
0.002

[NaOH], M

—
0.005

0.008

-
0007

Figura 5.22 Datos de 1a tabla 5.19 en forma erifica
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' Podemos vér, que aﬁn en "pfésencia dé BusNOH el efecto catalitico por parte del
ion Mg~ es maés graﬁde que cuando se usaron metales alcalinos y que el ion sodio
aumenta drésncamente 1a activ 1dad catalitica observada. Sin embargo al agregar este ion '
~oen forma de NaQH, se. desconoce la relacion precisa de Mg Na necesaria para Iograr el

méximo de actividad catalitzca
Las mgmentes tres series de experimentos ﬁleron llevados a cabo de la siguiente
_manera: a una disolicién de MgClg 2 mM en presencia dc Bu,NOH 5 mM usando como
disclvente uria mezcla de DMSO-agua 90 % v/v, se adicionaron cloruros de metales
‘al:calinos a-diferentes concentraciones, Tabla 5.20
o Lds resultados obtenidos empléando litio, sodio y petas‘io estan en la grafica 5.23.
El efecto promotor de los cationés sigue el mismo orden que al acelerar la hidrélisis
alcalina con Bu;NOH: Li* <,er' <Na" (comparar figuras 5.20'y 5.23). Sin embargo, ain
p’aré '}itikb‘r’el‘ efecto es cercano a 10 ﬁreces, esto es, mayor que ¢l esperadd por un simple ‘
efecto saiiﬁo. Ademas, los perfiles de velocidad vs. concentracion de la sal tienen formas

difei‘erites,

Table 5.20 Hidrélisis de BNPP en DMSO 90 9% en presencia de icﬁesng 2mMy
diferentes concentraciones de sales de metales alcalinos. [Bu/NOH]= 5 mM

LICLM | kpx10°s" | NaCL M | kps10°s" | KCLM | koex10°s"
T o 048 T [038
[oo0r (799 0001 [035 0001|321

00025 [987 00025 [095 00025 12032

0005 | 13.02 0005 |81 |0005 | 20.75

5006 | 1577 0006 | 126 0006 | 26.10

0.0075 | 5182 00075 [i04 00075 [ 2657
o001 6085 N 001 | 2336
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14—

_wa,
‘@
k=]
;% .
' ' KCt
b
LiCl
"
0010

thura 5.23 Efecto de los clorums de metales alcalinos sobre

velocidad de hldr611515 de BNPP en presenma de iones Mg’ " en 90%
DMSO..

: En el caso de la hidrélisis alcahna con BwNOH 1a adicion de la. sal aumema la
- velocidad proporcmnalmeme a su concentracién de tal manera que kabs es una ﬁmcwn
. Imeal de la concentracién. En el caso de la reaccmn en presencia de Mg™" el valor de kobs
‘crece répidémeﬁte en un ihtenfaio de concentracién? de la sal’ esirech@ -y despues
. permanece practmamemc constante. Este comportamlenm wncuerda con la formacion de
‘un complejo con gran aotlwdad cataiitlca si se comprara, con atres cationes metahcos ’
Los resultados de la utulamon potencmmemca {ver abajo} indican la formacién
de’ salo una especxe hidroxilada en 13:3 disoluciones que conhenen MgCl, ¥ BusNOH,

) ‘vlg(OH)g Entcnces un esquema posﬂs{e del efecto de los iones alcalinos es el mguiente

" Mg(OHY, + BNPP—* s productos _de _hidrélisis
 Mg(OH), + nM* <55 M Mg(OH):"

) ; . (5.12)
M Mgz(OH)," + BNPP—Y productos _de _hidrilisis

v la etuacién correspondiente para Ky, queda de la siguiente forma:
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Fas = o+ K M P)MgORR + KM T) (5.13)

En iz Figura 5.24 se muestran los ajustes de los resultados para las tres sales
empleadas. Un ajuste satisfactorio . requicre yajbr de “n"’ igual o mayor de 3. Esto
concuerda cot{ lo informado en la literatura:*” una catdlisis con diversos metales
alcatinos ‘eny medios no aéuosos (el trabajo citado se llevod a cébo en etanol). Los

pardmetros de los ajustes con n=3 estén en la Tabla 5.21.

000007
1
000006
1.00005
Toe 0004

‘W

45 000003 ~
£.00002

0.00001 -

0.00003

oo okz | 0004 o6 | omos | 08w
[LiCH, M’
00014
00012
Q00 -
o 0.0008
RET
00004

20002 4

Q0000 «

006 0002 004 0005 . 0008 DO
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Loy

Qm]
0S4 : -
. L]
N
@ 900015
00010 4
0:000054
e,

Toom  od o000+ G005 0008 000

KO M

F:gura 5.24 Ajustes de los resultados pam el efecto de KCI sobre la, veioc:dad de
hidrélisis de BNPP en presencla de iones Mg a la ecuacidn (5. 13} con n=3,

- T aélaﬁ.}!} Parametros de ajuste de efectos de sales de ;me‘fales’ alcalinos sobre la velocidad -
de hidrolisis de BNPP-en presencia de MgCl, usando Ia ecuacién (5.13) con n=3.

[Mg(OH)), s | Ko M?

LiCT | (14205107 | (7683 5)%10°
NeCl | 0.0013£0.0002 | (14305107
- [RCT [@3£0.Dx107 | (2005107

Segin el esquema 5.12 la “saturacién” observada a alta concentracion de Ia sal s¢
debe a la transformacion compieta de Mg(OH);_ a un complejo MnMg(OH)g E& ajuste
de 105 resultados a la ecuacion (5 13) requlere dc: valores muy altos de K., 1o cual no’
resulta razoniable. Por ofro lado es necesario tomar en cuenta que, en coadxc;oncs a las
que se hizo el experimento, se tiene muy baja concentracion del sustrato aniénico BNPP
camparadd con las eanééntraciqnes de métales.’Pbr esto la “‘sémraciéh” puede reflejar un
_alto gi‘a&o de complejacién del sustrato con la especie MMg(OH),". El esquema

correspondiente incluye el sistemna de ecuaciones 5.14

Mg(OH }, + BNPP —y pmdzzctos de _hidrolisis ,
Mg(OHY, +nM "~ + BNPP %2 MnMg(OH):(BNPP}”"‘ _ (5.14)
M Mg(OHY,(BNFPY™ — s productos _de _hidrolisis
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¥ la ecuacion correspondiente para kows, ecuacion 5.15, tiene una forma indistinguible de

la ecuacion 5.13:

ks = (ko + R K[ M ]“)[MS(OH};:F(I +Kn[Mg(OH}zl[M B (5.15)

Para establecer cudles son Ias espemes presentes en ei sistera realizamos la
titulacmn potencaomemca de MgClg en presenma yen ausenma de Na con Bu4NOH en
DMSO 90 % v/v, Figura 5 26. Para garantlzar que al: 1mc1o de la mulacmn la chsolucron
no »omxene hldmxocompiejos metélicos, se afiadié HCI 1 mM La titulacién del excese‘
de acido fuerte sirvié ademés para comprobar la’ calibracién det electmdo que en un

medio con alta concentracién de DMSO y bega concentracmn de agua puede ser poco

reprodumble

¥ TN * T T - LS T T . T L3 T 1
00 05 1.0 15 20 25 .30 35 40 45 50 35 €0 65 70
a

Figura 5.25 Titulacion potenciométrica de MgCl, 2 mM sdlo y en presencia de NaCl 6
mM. En ambos casos la disolucién contiene 1 mM de HCI afiadido para suprimir la
~formacién de hidroxocomplejos metélicos al inicio de titulacién. Las lineas son los
perfiles’ tedricos generados por HYPERQUAD 2000 con las constantes de las ecuaciones.
. 5. 16 '5.19. ‘

Los datos fueron introducidos al programa Hyperquad2000. Los ajustes realizados
por el programa a las curvas de titulacion dzeron las swmentes constantes de Lqmi;bno

para las especaeb presentes en fa disolucién.
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Mg == Mg(OH)+2H', loghi =-21.86 (5.16)
Mg® +Na" == MgNa(OH), +2H", Togh1.2=-20.46 (5.17)
Mg" +Na* == MgNa(OH);+3H', logBus=3459  (5.18)

Mg® + Na® == MgNa(OH)," +7H", ~ logP=-99.05 519
La ’fitulaci(m de'Mc'Clg en ausencia de NaCl muesira solo un salto dé po’tenciai'
correspondwnte a la formacion de hidréxido neutro Mg(OH),, ecuacion 5.16. Es
jnteresante que en este medio es pos;ble observar la formacion de Mg(OH)v que’ no’
preczp:ta :| concentracmncs tan elevadas como 2 mM mientras que en agua la solubilidad
méxima de Mg(OH); es solamente 0.18 mM a la misma temperatura. Aparentemente esto
se debe a que existe una soivatacxon més fuerte del centro metalico por moléculas- dev

DMSO que por moleculas de agua. La titulacion de la mezela MgCl; en prssenma de

L NaCi da el mismo valor de logBi» y ademds 103 equxhbmos adicionales 5.17-5. 19 de los

cuales el ultimo parece poce probable; es posible que en realidad reﬂc;e un error de -
sodio ‘comtin. en electrodcs de vidrio a altos ‘valores de pH 59 este puede ser mas
pronum:iado en esta mezcla agua—dlsalvente orgamco Este error distorsiona los vaiores
de todas Ias censtantes obtcmdas mediante el ajuste de los datos en lade’ mezcla MGCiz

cer; N,aCI y poxj ello esta titulacién sélo puede ser analizada de manera cualitativa: a partir
de eétas'titulaciones se comprueba la existencia de hidroxocomplejos mixtos de amhés
catiénes. ‘ o 7 ' ] )

: En la titulacién de MgClz no se detectd la presencia de Ia espécﬁi‘e MgOH",
probablémente debido a la dismutacion de esta especie para dar lugar a Mg(OH). El
hidréxido neutro no posee carga positiva, por lo cual no neutraliza la carga sobre el
sustrato y la actividad catalitica observada es baja;' A contimiacion se presehta‘un andlisis
de ‘los resultados obténidos con Sr’* que comprueba que la actividad catalitica del

complejo catiénico MOH* es mucho mavor que la del complejo neutro M(OH).
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5.2.4 Efecto de Ca®*

En el caso de ion Ca** se determiné la dépendericia de la rapidez del hidrélisis
respectd ala concent‘racién del ion hidro'xido é 3 cdngentracioﬁes diferentes dél metal,
Tablas 5.22 y 523, Flgulas 526 y 5.27. No se abserve un efecto promotor de Na
significativo y a pesar de que la rapxdez de la reaccxon con BmNOH para Ca " fue mayor

. que para Mg®, las Velomdades de reaccidn fueron mucho menores que en el caso de
mezcla de Mg con Na

‘ Tabla 5.22. derohsls ‘de BNPP en DMSO 90 % v/v en presencia de iones Ca
dxferentes corzcentracmnes 1a base empleada es NaOH.

Ca2 tmM. | G lsmM ' amM
[NaOH], M .| kopsx10°s" | [NaOHJ, M | kius10°s” | [NaOHI, M | kypex10°s”
00005 068 000075 |3.38 0001 [516
0001 {297 100015 [865 0002 1665

00015 . |385 000225 |88 ]0003  [10.94
[o002 — [332°  [o003 Ti86  [o0004  [570

- [00025 027 [040375 055 0005 [1.90
{0005 122 00045 026 0006 090
0004 [013 | 000525 0.20 0007 1083
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Tabla 5.23 Hidrélisis de BNPP en DMSQO 90 % viv en presencia de jones Ca” a

diferentes concentraciones, la base empleada es Bu;NOH.

Ca*" 0.5 mM Ca®* 1 mM Ca¥" 1.5 mM
[OHT, M kopex10°s™ | [OH), M | kpx10°s™ | [OH], M | &opsx10°s
00003 (941 00005 032 00005 [916
00005 1136 0001 1406 | 0001 0.6
0.G007 3.03 0.0015 | 17.60 0.0015 146
(G003~ [184 0002 6.02 0000 |47
0.0012  |220 60025 092 00025 | 0.36
0.0015  [0.70 | 0.003 7020 0.005 0.18
0.002 0.62 B 0.004 10087
12

E Y

e ]
v N T T T
0000 QO00t 0002 0003 0004 0005 0005 0.007

. [NaOH], M

Figura 5.26 Hidrolisis de BNPP en DMSO 90 % v/v en presencia de iones Ca’™
empleando como base NaOH. T
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L At
kX107
T

2]
0.0000 00035 00010 00015 00020 00025 00030 00035 00040 0.0045
Concentrao:én Bu NOH M

Fzgum 5.27 Hidrolisis de BNPP en DMSO 90 % viv en presenma de jones Ca*'
empleando como base BuNOH.

~ Los perf les de hidrolisis en presencia de iones Ca’" presentan un maximo cuando
{a relacidén molar entre el metal y base empieada es alrededor de 1:1.5 y un brusco
decalmxento en 1a velomdad de la’ reaccién cuando esta relacmn supera ¢l valor de 1:2.
: Aparentemente la reactividad del complejo neutro Ca(OH); es baja yia especle reactwa
debe ser CaOH". Al rmsmo uempo, una menor reactxvldad en. ‘presencia de iones Na’
 indica que los complejos mlxtos del tipo CaNan(OH)g son menos actwos que CdOH
Cabe sefialar que se desconoce el efecto de-la especie actma MgOH que ‘también podria
s&perar al efecto del complejo MgN&,(OH}z '
La comparacién de los valores de kobs en el méximo de cada perfil para c:iueremes
concentraciones del cation Ca’”, miuestra una “saturacion” a altas concentraciones de
%ne;al. Este fenémeno se observa mas claramente en los resultados con ST que se

presentan a continuacion.
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5.2.5. Efecto de Sr**

Se usaron diferentes concentraciones del ion metalico con ambas' bases. Los
resultados obtenidos fueron los siguientes.

'Tabla 5 IM Hidrélisis de BNPP en DMSO 90 % w‘v en presenma de iones Sr .Labase
’cmpleada es NaOH. :

0.5 mM S TmMSP 1.5 mM Sr°°
OH, M | kepx10*s’ |OH, M Kobs X10%7 | OHLM | kops x10°%7
[G0003 [0.60 00005 [222  |00005 0.3
0.0005 |[098  [0001 1270 0001 |04
00007 | LiZ 00015 (39 [0.0015 - |028
[6001T [314  |o0002 |49 000z |17
[00012~ 901 [0.0025 117 |00025 |44
- [00015 | 1792 [0.003 |08 [ 0.003 553
0002|699 0.0035 035 0004 |50

El mismo experimento fue llevado a cabo con hidréxido de tetrabutilamonio como base. -
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 Figura 3.28. Hidrolxsm de ‘BNPP en DMSO 90 % v/v utilizando
NaOH como fuente de hidréxido en preseﬂcw de iones S,

82
Tabla 5.25 Hidrélisis de BNPP en DMSO 90 % v/v en presencia de iones Sr*'. La
‘base empleada es BusNOH.
0.5 mM Sr** - 1.0 mM 8 1.5 mM Sr* 2.0 mM S
JOH, M. | 10%00ss™ | OHLM | k10 | OB | k1057 | OHL M. | k1057
000025 [0.04 | 1E3 [68° B4 85 [1E3 136
0.0005 | 0.13 0.0015 [7.7% B3 |85%  |0002 |94
[000T [128  |0.002 |72° 0.0015 | 11.3¢ | 0.003 [148
0.00125 | 1.80 0.005 [60* 0002 |10.1* 0004 | 0.004
100015 | 88% | 0.0035 {32 0.003 [ 1.3 0.005 10003
0.00175 | 0.68 0008 | 0.524 0004 012 0.006 | 0.004
0002|001 | 00045 |005 ' 0.007  [0.002
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Figura 5.29 Hldrohsls de BNPP en DMSD 90 % viv utxhzandc ,
BusNOH como fuente de h1dr6x1do en presenma de 1ones Sr

La constante de rapidez 6btenida‘ en‘presencia de este catién €s muy, grande' La‘
prcsenma de NaOH abate la raptdez dela reaccién alrededor de dos veces si se compara
- con fa reaccwn en presencia de BusNOH. Al mismo tlempo la precencxa de iones SOle
‘ despia.;a el maximo en el perfil de velocidades a una mncentracxon de hldmmdo cercana -

2><[Sr j Por analogla con la reaccmn ‘ocurrida en presenc;a de i iones Mg Y Ca se .
puede suponer que en la dzsehmon exister dos especies:activas: SrGH ¥ SrNa(OH};;
sin embargn, fa actividad de la segunda especie es. merxor :

Debido a 1a mayor actividad catalitica de Sr2 en ausencia de Na', los equilibrios '
en dtsolucmn para este sistema fueron estudlados con mas detalle. Las titulaciones

potencmmemcas se h101eron en DMSO 90 % v/v, Figura 5.30.
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Figura ‘5.:3'9, Curva de titulacién de HCL 1. mM (iridngulos negros)
y de SrCl; 1 mM en presencia de HCl 1 mM (tridngulos abiertos)
en 30 mL de DMSO acuoso 90 % v/v con BuyNOH 0.1 M.

—
En la' curva de titu]acién de SrCly son daraxnente‘ visibles dos puntos de inflexién: .
' el pnmero que corresponde al consumo de 1 equwaiente molar de OH por dos
equwaiemes del catién- metahco y una segunda que corresponde al consumo de dos
eqmvalentes de OH’ por un equlvalente del cati6n. Las especies correspandlemes segun )
ol ajuste en vaerqaadmoo son Sr;GHk y Srl (OH);. Sin embargo el aguste de los
”:‘resultados de la ntulamon so]ameme con estas dos especxes no s totalmeme satisfactorio
con base en ¢l vaior del parametro de dtspersmn o por lo que se incluyé una la espeme
La(hcxonai SrOH que mejord significativamente el ajuste (el valor del pardmetro de
; dlspersmn sxgma disminuye de 3.2 a 2.1 al- mchm el complego monohldmxo) Los
equilibrios y las ccnstantf;s(»de formacién obienidos con ajuste en el programa de

- HyperquadZ000 son las siguientes:

287" == SnOH + H', logPa.=-9.85 (5.20)
S == SrOH" + H’, logh=-14.65 (5.21)
S === Se(OH) +2 HY, logf..=-31.31 (5.22)




5. Resultados

fesl
LA

Empleando estas ecuaciones es posible caiculai las concentraciones de todas las
especies presentes en la disolucion para las céncentfaciones totales dc SrCly v BuyNOH
iuuhzadas en los expenmemos de cinética y correlac;onar !os va]ores de Zes cOn las
espemes encontradas El caleulo fue reahzado dela mgmente manera. Se pueden escnl:qr '

las mgulentes dos ecuaciones de balance de masa para sty OH respectivamente (5.23 y
5.24).

[Sr2+ }

=5 ] + 2\{&20113* |+[sron- ] + [srOH, ] (5.23)

[or™ |, %[GH v]{Srzof{:‘*] +[ $rOH" |+ 2x[SrOH, ] . (5.24)

y hacxendo uso de las constantes de formacién obtenidas, se transforma en el mgmente

smiema de ecuaciones.

'[sﬁji = [sf‘];ﬁx;o“-ﬁ [SrZ*}f{GH‘] g»16?‘%[&2‘}[03#}10”"6 (s o T 525

{[on], =[«:‘>Hf]}1{)”-9‘ r Sr?*]2 [OH-]+106-96 (s or]+ 2&1{)"'76:[‘Sr2*][(}ﬁ':]z

Rcéoiviendo el sistema de ecuaciones con el programa Mathematica 4 para
diversas concentraciones del metal, se puede calcular la concentracién de cada especze en
cada pusto expemnental La comparacién de las curvas de distribucion de estas especies
con valores de Kats mostréfciarmn:eme que la velocidad »corr¢1a61ona Unicamente con.ld-
‘ cc}ncentrac;ién de Sr(OHY* que; ‘yse concluye, es la especie ac‘iifs}a, La Figura 5.32 muestra

graﬁca de ks vs. la concentracion de St(OH)".
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Figura 5.31 Cambio en la velocidad de reaccién al variar la
concentracion de la especie activa SrOff
La dependencia. observada tiene la forma de la ecuacién 5.26; que es una

- modlﬁcacxon de la ecuacmn de Mlchaehs-Menten
kops = kKs[STOH"/(1 + Kg[STOH™)) (5:26)

donde la constante catalitica es k=(1.240.2)x10° s y la constante de asdciacién de la.

especie activa al sustrate -es Ks=(4.64_r1.9)><103 M. La reaccién concuerda con el

mecanismo 5.27:

Kon
S +OH == Sr(OH)"
(5.27)
Kg : : kc
SHOHY +BNPP" == Si{OH)(BNPP) — productos
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'El mecanismo es similéuf al v'observado para la catalisis con iones metalicos en
v' agua, pero para los metales alcalinotérreos en este medio los valores de Koy v Ks son
muy pequefios (87" Kow=6.3 M % 3, Ks=1 M’ (valor estimado a partir de la.constante
o de estabilidad de S** con ¢l ion HQPO; de estructura similar a BNPP, conside;ando que
/ la constante para la especie STOH tiene que ser menor} e9 Al sustituir estos vaicares enla
: ecuacion S 27, atin con el mzsmo valcr dela constante caiahnca k. los-valores’ de Kobs €
agua para la mezcla'de Sr2+ 1 mM y NaOH 2 mM serfa 1.5x10% s en vez del valor
obtemdo de7.2x10™ s en 90% v/v DMSO (Tabla 5‘25). Esto indica que el facmr-‘
principai de la f‘may‘or actividad catalitica en dimetilsulféxido ‘es el gran a’umenfo en la

afinidad del sustrato hacia el catalizador lo que aumenta el efecto de ‘hormado del ion -

metalico.
| 5.2.6 Efecto del ion Ba®*
En el éaso de réacciones con Ba®" se observé una alta actividad del metal, pero
debxdo aque la prempﬁacmn del Iud:rémdo de bario ocurria a concentraciones del mPtal ¥

OH muy bajas, fue 1mposxble una caractenzamén completa de este sistema.

Tabla 5.26 Hidrolisis de BNPP en DMSO 90 % v/ven prz;:senma de iones Ba™". La base
emp}eada s BmNOH ’

Ba®* 0.5 mM . B 1mM  Ba¥lsmM
[OH]-, M kmxw? 1 OHL M | k107,57 LOHL, M | kgx107, 57
G.00035 | 0.09 ~[0.0005 19.61 0.0005 | 19.61
500065 [525 | 0.001 T2a25  [0001 (2429
000085 [ 744 TO0TS 12591 00015 |31
0,00135 ST 0002 745 0002 1740
[0,00155 7.05 10.0025 637 0.0025 6.37
[G:00265  [085 0,003 K 5003 ECI
‘ 10004 39 0008 139
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Graficando estos resultados obtenemos lo signiente.

0.0+

1 mMBa®*

O

SN T

g - T 1
~ 0.0000 0.0005 0.0b10 »0.0'015 0,01020 0.0l025 0.0;330 002)35 0,0l040 0.0045

Concentracion de Bu,NOH, M

Figura 5.32 Resultados de la tabla 5.26 en forma gréfica.

88

En presencia 'de NaOH aparece la prebipitacién del - hidréxido de Ba®* a
concentraciones de OH™ mayores que 3 mM. Sélo fue posible hacer mediciones con una

: cOncentfacién de BaCls, 0.5 mM. El resultado obtenido fue ¢l Siguiente, Tébla 5.27.
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Tabla 5.27 Hidrélisis basica de BNPP
en DMSO acuose 90 % v/v en
presencia de 0.5 mM de iones Ba®", La
 base utilizada de - concentracién
vatiable es NaOH )
, 5 .
; ] / ‘\
OH, M | kgx10%, 57 1 ,/ \
L . /o
[70:0003 02311 =¥ / BN
. 2 / N\
‘ ; / - ’
0.001 49.38 = / ~
S 14 i/ \s\
00612 | 30.33 / T
00015 | 18.049 1t |
. 9'002 : 10.37 6.0000 0.0‘035 ‘ 0.5610 0.&315 ) 0‘0‘02{) 0.02)‘25
§ Concentracion de OH, M ‘
0.0025 | 660 .

Figura 5.33 Resultados de la tabla 527 en

forma grafica.

527 Resunten de los resultados de la hidrélisis de diésteres fosfato en mezclas

D;MSO-agua

En las mezclas de DMSO y agua los metales alcalinotérreos presentaron

_constantes de velocidad observadas muy grandes. Al mismo tiempo, ¢l comportamiento

de estas especies en la disolucién fue muy. diferente a lo esperado. Por lo visto, 1a especie

activa en todos los casos se encuenira presente en un intervalo muy estrecho de

concentraciones de metal y de hidréxido. Es ‘imposible determinar la constante de

formacién de este complejo a partir de los datos cinéticos obtenidos, sélo por la variacidn

de la conesntracion del ligante del sistema. Es necesario emplear otras técnicas para

identificar v calcular la constante de estabilidad de las especies activas presentes, por

cjemplo, potenciometria.
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’ En ta Tabla 5 28 se resumen Jas consta&tes de velocidad de segundo orden

- observadas para los. medlos acuoso y mezela con 90% viv de DMSO. Se puede observar

“que al. ‘emplear una base con un catién inerte, BusNOH en DMSQ o una base con un

cation alc;alme NaOH en agua, hay un méximo en la actmdad para un cation del tamafio -

mtermedzo Ca™ en agua y Sr* en DMSO. Sin embargo, en DMSO observamos la

. cooperacxon del ién Na™, lo quehace que el astema con Mg se vueiva mucho més

-actwo y las constantes observadas obtenidas superan k>s valores observados en los

sx«stemas con St y Ca™*. Cabe senalaf que en estos dos ultlmos sastemas en DMSO, el
ién Na" no presenta ningiin efecto e incluso inhibe ia reaccién de Ca’ probablemente

compitiend{) con este metal por el sustrato.

Tabla 5.28 Constantes catahtxcas obtenidas en DMSO con dos bases
&1ferentes yenaguaa 70° C para Ios metales alcalme;»térrees estudzados

Metal ke M's? con " I(;M'ls‘1 cbn NaOH® VV k M's! enaguaa
S Bu,NOH _ e

Mg 0.01 0.68 0.00079

c  lois loos 0.051

S 077 _ 0.49 lools

B2 026 1006 - | 0.0083

:3) c’orsstaﬁte de velocidad de segundo orden, estimado del valor maximo de kgps.
') constantes de velocidad para lareaccion de BNPP + M(OH)"

La principal razén de la mayor actividad de estos cationes en DMSO es el

 aumento de lag constantes de formacidn para las especies activas, lo que permite obtener

un gran efecto catalitico en concentraciones de metal y OH muy bajas.

‘Para concluir, el uso de un disolvente dipolar aprético y bajas concentraciones de

agua ajfuda a mejorar la actividad catalitica de metales alcalinotérreos en 1a hidrolisis de ‘
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diésteres fosfato. Las constantes de rapidez obtenidas para iones Sr*° 'y Mg®" en DMSO B

90 % v/v son mayores que los valores informados para los acuaiones de lantanidos. @ Es
probable que estos valores sean ' mayores que las constantes de rapldez de la hldrohsts que
‘presentan los iones lanténidos en DMSO ya que se sabe que su actividad decrece &N
- mezclas DMSOa;guaﬁm) Los resultados indican la importancia del efecto de un medio
“con bajo contentdo de agua que ayuda a 4cidos de Lewis débiles, como 1o son los metales

alcalinotérreos, a activar de manera eficiente al sustrato y al nucleéfilo.
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6. Conclusiones

Los catlones de metales alcalinotérreos mucstran actividad catalitica en la

‘h1dréhsm alcalina de BNPP en agua detectable a 70°C. Las especies activas son |

complejos M(OH) y lal actmdad varia en la serie de cationes estudiados en el
erden, \/I << Ca >8r** > Ba®. Se observaron efectos de aceleracién hasta de

un orden de magnitud,:en presenma de 0.01-0.1 M de cationes.

En mezglas DMS0Q-agua con 90 % viv de DMSO, el efecto catalitico de. los - )

‘ métaie's alcalinotérress se incrementa considerablemente y ademids aparece un

notable efecto catalitico de metales alcalinos, part}cularmente grande para Na' La
actw:dad cataizttca varia en el orden: Mg < Ca < Sr > Ba, La aceleracién de la

hldrohszs de BNPP aumenta hasta 5 rdenes de magmtud en presencia de Sr(II} 1

‘mM.

Se observa un efecto de cooperacién entre los cationes Mg¥y NafF de tal manera

_que en presencia de Na* el Mg”* tiene una actividad comparable con la del St

o Medxdmﬁ tltulacmnes potencmmémcas s determmamn la- composicién y la

L estabihdad delos h_dmxocomplejos de ST ¥ Mg2 en mezclas DMSO—agua con

Y
o

90% de DMSO W’v

La catélisis mas eficiente se obtuvo con el ion Sr*". Al mismo tiempo, este catién
se comporta de una forma sencilla por lo cual fue posible proponer un mecanismo

de reaccidn.
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Grafica 6A. Hidrélisis basica de BNPP en presencia de SxClz Condmones de reaccién NaOH {) 1

M, BNPP [ x 10 M, SrCl, variable, 70° C
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Gréfica 10A. Hldrohsm bésica de BNPP con NaOH Condiciones de reaccidon ’\IaOH 0.05 M,
DMSO variable, BNPP 2x 10" :
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Grafica 12A. Efecto de ion Li* sobre la khidréli/sis. Condiciones de reaccidn: BNPP 0.0001 M.
BusNOH 30 mM DMSO 90%, LiCl variable.25 °C
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‘Gréfica 14A.Efecto de ion »Nak* sobre la hidrélisis. Condiciones de reaccién: BNPP 0.0001 M,
BuNOH 30 mM, DMSO 90%, Na(l variable.25 °C k
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Grafica 16A. Hidrolisis alcalina de BNPP en presen#ia de iones ng. Condiciones de reaccion
BNPP 1x107*M, Mg 2 mM, Bu:NOH variable, DMSO 90 % wiv, 25°C.
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Grafica 17A. Efecto de iones Li' hidrélisis alcalina de BNPP en presencia de ienes'Mg?f.
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Gréafica 18A. Efecto de iones Na’ hidrélisis alcalina de BNPP en presencia de iones M_gz'.
Condiciones de reaccién BNPP 2x10°M, Mg®* 2 mM, BuNOH 5§ mM, NaCl variable, DMSO
90 % viv. 25°C.
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Graﬁca 19A. Efecto de iones K' hldmk&:; alcalina de BNPP en presencia de iones Mg
Condiciones de reaccién BNPP 2*10’51\4 Mg2+ 2 mM, Bu/NOH 5 mM, KC} vanable. DMSO 90
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Grafica 20A. Hidrolisis alcalina de BNPP en presencia de iones Ca™'

BNPP 2x10°M, Ca™ | mM, NaOH varisble, DMSO 90 % viv. 25°C.
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\ Gréﬁc@ 21A. Hidrdlisis alcatina de BNPP en presencia de iones Ca™*. Condiciones de reaccion
BNPP2x10°°M, Ca®* 1.5 mM, NaOH variable, DMSO 90 % viv. 25°C.
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Gréfica 22A. Hidrélisis alcalina de BNPP en presencia de iones Ca™ Condiciones de reaccidn

BNPP 2x10°M, Ca®* 2 mM, NaOH variable, DMSO 90 % v/v. 25°C.
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- Grifica 23A. Hidrolisis alcalina de BNPP en presencia de jones Cg?‘t“. Condiciones de reaccidn
BNPP 2:10°M, C2™ 0.5 mM, BusNOH variable, DMSO 90 % v/v. 25°C. ‘
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Grafica 24A. Hidrolisis alcalina de BNPP en presencia de iones Ca®. Co:‘ldiciones‘ de i’eaec;ién‘

BNPP 2%10°M, Ca?*l mM, BusNOH variable, DMSO 90 % v/v. 25°C.
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Grafica 25A. Hidrélisis alcalina de BNPP en presencia de iones Ca®". Condiciones de reaccion -

BNPP 2x107°M, Ca™ 1.5 mM.
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_Gréfica 26A. Hidrélisis alcalina de BNPP en presencia de iones Sr**. Condiciones de reaccidn
BNPP 2x107°M Sr** 0.5 mM,
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Grafica 27A . Hidrélisis alcalina de BNPP en presencia de iones Sr**. Condiciones de reaccién
BNPP 2x10°M S { mM.,
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Grafica 28A. Hidrolisis alcalina de BNPP en presénoia de iones S, Condiciones de reaccidn
BNPP 2x10°°M $1%* 1.5 mM, NaOH variable, DMSO 90 % v/v. 25°C.
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Gréfica 29A. Hidr{:«li'sis alcalina de BNPP en presencia de iones Sr**. Condiciones de reaccion
“BNPP 2x10°M $1** 0.5 mM, BuyNOH variable, DMSO 90 % v/v. 25°C.. ‘
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‘Grafica 30A. Hidrélisis alcalina de BNPP en ‘pre‘sencia de iones Sr’’. Condiciones de reaccion
BNPP 2x10°M Sr2' 1 mM, BusNOH variable, DMSO 90 % viv. 25°C.
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© Grafica 31A. Hidrélisis alcalina de BNPP en presencia de iones Se*t. Condicianes de reaccion
'BNPP 2x10°M Sr** 1.5 mM, Bu;NOH variable, DMSO 90 % v/v. 25°C. :
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Grafica 32A. Hidrélisis alcalina de BNPP en presencia de iones Ba’’. Condiciones de reaccién
CBNPP 1x107*M Ba®' 1 mM, NaCH variable, DMSO 90 % wiv. 25°C.
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Grafica 33A. Hidrélisis alcalina de BNPP en presencia de jones Ba™". Condiciones de reaccién
- BNPP 1x107M Ba*" 0.5 mM, Bu;NOH variable, DMSO 90 % viv. 25°C.
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Grifica 34A. Hidrdlisis alcalina de BNPP en presencia de jones Ba®'. Condiciones de reaccién
BNPP 1x10*M Ba®’ | mM, BusNOH variable, DMSO 90 % viv. 25°C.
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Grafica 35A. Hidrolisis alcalina de BNPP en presencia de iones Ba*". Condiciones de reaccion
BNPP 1x10*M Ba®* 1.5 mM, BusNOH varizble, DMSO 90 % viv. 25°C.
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Anexg 2.
Derivacion de las ecuaciones para ajustar los datos experinentales

En las reacciones descritas en este trabajo la concentracién de sustrato BNPP
siempre -es menor que las concentraciones de otros componentes. Por lo tanto, se
acostumbra’ consxderar ‘este tipo de reacciones ‘comio reacciones de pseudo primer orden.

Una reaccién de primer orden es una reaccion del tipo .
AP C(A2D)
La velocidad de la reé,ccién de este tipo obedece a la siguiente ley

v f’{g = k,[A] ‘ (A2.2)
- Reagrupando los términos se puede obtener siguiente ecuacién diferencial.

d[P]

= k,df A23)
T4 (A23)

En los pasas iniciales de la reaccion [Al=[A,, por o cual 1a ecuacidn se resuelve y se
obtiene una linea recta del tipo.

A[P) =k, AT[A], | (A2.4)

Enel caso contfaﬁa' se puede realizar la sustitucién
| [AFPLcP] | , (A2.5)
y-esta expresion al sustituirla -én ecuacién A2.3 y resolver ecuacion obtenida, da
[Pl=Py-e*)4 B (a2

I}onde Po es la constante de integracion.
~En los experimeritos, las velocidades se median a partlr de absorbancia del

producto. Segin la' ley de Lambert y Beer la absorbencia es pmporcmnal a la’

concentracion: 4bs = lec , lo que al sustituirlo a la ecuacién da
Abs =k, Abs, ; 5t - (A2.7)
Abs, = Abs, (1-e™ )+ Abs, (A2.8)

Sin embareo, en algunas reacciones en DMSO se observa el desprendimiento de dos
moléculas de nimofenol. El'mecanismo de reaccion en este caso es:
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A SR X -5 Ce X {A2.9)
En este caso la velc}ciiiaé de formacion del producto final X es
fd—[ég =k, [A]+k,[B] (A2.10)
- La coneeniracién de A se determina ‘a partir del siguiente balance de masa
[4]; =[4]+[B]+[C] (A2.11)
Por‘, ofra parte la concentracidn del producto X es la siguiente -
[X]={B]+2[C]=2([4]; -[4])-[B] (A2.12)
- Dedonde la concenitracion de B es iguala ‘
[B]=2([4], -[4D)-[X] (A2.13)
Lo que al sustituir a la ecuacién (A2.10) da -
d[X] - PR ‘
A = LA+ k041, -1 AD LX) (4219
‘Lareaccién de desapariéién de A es una reaccién de primer ordén, por l/éz cual
[A]=[4],e™"" (A2.15)
Loqueal sus'tituirlo en la ecuacién (A2.14) da una ecuacién diferencial inexacta
dX1= [ X1+ 2k, ~ k) A] e ~ 24, [ 4], e (A2.16)

.Sin-embargo, al multiplicar ambos lados por e" se obtiene siguiente ecuacion exacta

M ALX] = o, [ X1+ 2k, — k) Al e™ -2k, [A), Jar

Que tiene la solucién

2k, — k,

e IX 1+
{ } kz"ki,

‘ kit gt "’(
[l ™~ 2 A)pe™ = (AL

De aqui, al reagruparlo, se obtiene fa concentracién de X a cualquier momento,

(A217)

{A218)
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x, o, k, - 2k 4]
{X}=[A]T{z+{ ¢ k(k 2e7)

Si la ecuacion es representada en funcién de absoxbenma asignando el valor de Absm al
valor de ex{Alr, se obtiene la ecuacion 4.3

{A2.19)

kgt _ tn ] E
{k.e +k{k] k2k2 Je )JL ’ (A2.20)
2 "Ry

A=AW{2+
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Anexo 3

Derivacion de la ecuacion de velocidad de hidrélisis alcaling con saturacion

Al variar la concentracién de hidroxido a concentracidn de metal constante en la
hidrolisis acuosa de BNPP observamos una saturacién. La saturacién se debe a la
formacién de la especie catalitica MOH". Puede ser explicada ficilmente si consideramos

siguiente mecanismo de reaccidn.

e Kon kg :
- M“+OH MOH™BNPP — ™ producto de hidrdlisis
~ ‘ : {A3.1)
En este céso la veloéidaddela reaccion es la siguiente
/ - d] producto} , ‘ ‘
V= — = k,{ MOH " [ BNPP] { A3.2)
- El valor de PMOH'] se calcula a partir de la ecﬁacién de equilibrio ‘
| [MOH] = K ,,,[M* {OH"] : (A33)
Y los balances de masa para el metal y hidréxide.
" My =[M*]+[MOH"] (A34)
y
- OH =[OH [+[MOH"] g (A3.3)

En los expefimentos realizados se guarda la condicién [OH 11>>[M™>" ]y por lo cual

se puede con51derar que [OH }~ [OH” ]T
lgualando A3. 3 con. Ia expresion para [MOH ] expresada a pamr de A3 4

obtlene las siguiente ecuacién

M, —[M*]=K,,[M*[OH ], (A3 6)

© De aqui se puede expresar [M*']




Anexo 3. Derivacidn de la ecuacién de velocidad de hidrolisis alcahina con saturacion 118

M1, -
[M*]= A jf (A3.7)
Ko ylOH ] +1
‘Sustituyendo este valor en la ecuacion A3.3, se obtiene
(A3.8)
e M,
[MOH ] = KO{{[OH ]r —————————
Kou|OH™ ], +1
Y sustituyendo el valor de [MOH'] obtenido en la ecuacion A3.2
OH 1 [M ,
M[BNPP] ky, [BNPP], - (A3.9)
o H[OH ]:r ; o )
. donde ‘
_ ;. KonlOH 1),
o Ky fOH 1, +1 ;
{A3.10)

que es la scuacién 5.3 . ,
En el caso de las reacciones en DMSO se¢ observa una saturacién en las constarntes
observadas debido 4 la formacién de la especie MOHBNPP. Las curvas experimentales se-

ajustan a la misma ecuamon solo que en este caso {OH ] correspcmde al valor de [MOH Ty
EMz i corresponde al de {BNFP] -

Koy [OH™ IM]1,

W obs{BNPP] ) | (A3}1}
/ OH T

[BNPP] =
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Rate of the hydrolysas of bzs(p-mtmphenyl) phosphate in 90% v/

v aqueous DMSO increases 105105 Himes in the presence of 12 -
mM: atkaline-earth cations, which in the same concentration

range do not affect the reacﬁon rate in water, -

Current effons n thc devciopmcnt of chemical nucleases are

* mestly concentrated on lanthanide and transition metal complexes.!
“Alkaling-earth cations amns:\g which Mg2* and Ca?* are frequent

components of active sites of natural nuclease and phosphatase

enzymes® show by themsélves very low if any phosphoestemse .
activity, >+ although recently larger accelerations by Mg inthe | -
hydrolysis of ohgonbonucbundcsﬁ and Co{m)-botnd ATP? were.

mponed, An important t;ncsmm is therefore what factors make

© these catipns so efficlent in biological systems. Recently, fairdy

“srrong alkali metal® and strontium? ion catalysis in the cleavage of
respectively phosphonate/phosphate and carboxylic acid esters in
ethanol was described. These findings indicate ‘the suitability of

_non-aqueous media, which imitate the apolar microenvironmentof

enzyme active sites, for improvement of catelysis by s-block .
cations. In tiis paper we report a- dramatic herease in “the

phosphodissteralytic. aoiivity of alkaline-carth cations in DMSO
sdlvent with low water content. The speciation and preliminary

-mechanistic results are provided for the most active Sr2¢ cation. -
Kinetic studies were performed with often used model ‘substrate’

bisip- -nitrophenyl) phosphate (BNPP}, meaitering its hydrolysis
spﬁcﬁophmomcmcaﬂ) ‘by the gppearance of p-nitrophenolate

-anion.¥ The rate of alkaline hydrolysis of BNPP mmall_v decreases .
on increase in DMSG content but then sharply incrédses in the

range 80-50% v/v DMSO. All further experiments were performod

in 90% viv DMSO. The raté of BNPP hydrolysis in this medivm. -
was o, 20 tires h\gtm with NaOH than wnh (#-BuyNOH bass, -
Table 1. Thus, the rae iacrease was ca. 3-fold with (:z~Bu).;NOH :

and cd. 60-fold with NaOH in companson with that In water.§ In
accordance with thxs, addition of NaCl in the presence of (-

Bu)NOH stmngly acce!eramd the reaction, Tabhe [ Addmtm of -

Table 1 Sc!mcci Kinesic results for the hydmlysts of BNPP in 90% viv
DMSO at 25 °C

{n-Buje- . . :
NOH  NaOH NaCl  MgCly, CaCl, SrCly
mM mM mM mM mM mh Fopse 574
15 . 4.5 X 1G-9
2 30 : 51 % 107
3 5 1.7 % 10~
4 30 LI X 1075
530 s 2.0 x 10-*
& 30 30 1.3 % 10~
7 5 . 2 L7 % 10-%
8 5 2 1.0 X 1077
9 s 5 2 8.4 x 10—
02 i ©BDx g
11 2 { 39 % 1078
22 1 1.0 X 1072
13 2 1 49 % 104
+ El ic sup ¥ infc (E81) 4 te: Figs. S1-SSE.

Sea hitp ’fwvnx rse.orgfsuppdata/oc/nd/ha02432j/
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LiCl and KCI produced much smalier aocelcranons {see Supplc«
“mentary Information, Fig. 181).

Salts of alkaline-earnth metals produced: 1afgc rate enhancements,

. The largest catalytic effcct was observed with §r(t): in the presence
of 1 ;M S1Cly the rate of hydrolysis by (n-Bu)sNOH increases by -
- afactor of 10° (¢f lines | and 12 inTable 1), The-efficiency of Sr(y))- -

with NaOH was somewhat lower. Also large accelerations were

. observed with Mgfn), but in this case the catalytic activity was
. much higher with NaOH or (mBu)NOH + NaCl than with (-
‘ Bu)oMOH alone {Table 1, lines 7-9). The catalyac activity of Ca(s)

was lower than that for Sr(u)and Mg{s) (Table 1, lines (D and 113,
but the redction rste was still 103 times higher in'the resence of

- CaCly than int the presence of cgual amount of free ‘nydroaxde
. Stdies with BaCl, were imited by low solubitity of Ba(OH), i~
the mixed sclvem, bat quaﬁtauvc}y the activity of Balur) was close
1o that of Caln). In water all thess cations at sumld: metal and bds{: e
- concentritions did ot affect the reaction rate, :

Rate‘concentration profiles were studied in detaﬂ for Na*, Mg%

- axd Sr#+ cations. Additions of increased amounts of NaCl up to 0.06
M produced monotonic finear increase in ke, (Fig157), but both
© with MgCl; and SrCly sharp rate maxima were observed at the
metal-to-base ratios berween {11 and 122, Similarly, on varying the
-base concentration at a ﬁx:d merdl sale concentratipn we observed
" plots with maxima. A typical behavior is iHustrated in Fig. |1 for

Sl (:esmhs for MgCl, and CaCla are shown in Figs. 28 and‘ ’

359
The existence of optitaum . tmetal/base ratios - indicates t}m

‘besides an active metal zydroxo compiex other inactive species of
-d}ffemm s’tmchxomeh‘tes are formesd in the solution. To obisdn an’
: wition and stability “of metal hydroxo -
‘complexes we performed poentiometric titrations of I-2 mM:
SrCly and MgCl, by (s- Bu);NOH in 30% viv DMSO (titration
“curves are shown in' Supplementary Information, Figs, 45 and
581).§ First, titrations of dilute HCI solutions were performed for
the electiode calibration and from these résults the .apparent’
", autoprotolysis constant' pKy.epp ='21.3 % (0.2 'was obtained in 2

forn on oo 1P

154

6.4

Erg

{Su NOH], oM

ﬁg, 1 Observed firgeorder rate constants for the BNPP hydrofysis ar 25 °C
- 90% v DMSO inthe presence of increased amounts of SrCL v ‘thebase

concentration.
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reasonable agreement with published values in water-DMSO
mixtures. ™ Titration results For $rCly required for the best fit a set
of the following equilibria (uncertainty in logf & 0.05%:

2 St =2 Sr,0HM + B, logh = ~9.85 W
Sr e SIOH” + Mo, loghly = —14.65 @
Srt® == SHOH), + 2 He, logfis = ~31.31 3

The spmes distribytion diagram caleulated in accordance with
eqns, {1343} is superimposed with the kinetic results for 1 mM
SrCly in Fig. 2. The expedmental points follow the curve for
SrOH+, The dashed lie shows the concentration of free hydroxide
antons in the system as.a finction. of added total (n-Bu),NOH.
Evidently at-optimusm metalfbase satios added OH™ anions are
nearly completsly bound to-the metal ion, ¢.g, in the présence of

Ctotal 1.0 mM {n-Bu),NOH the concentration of free OH~ equals
only:1.2 % 10-5°M that corresponds to pH 8.08 in water, Thus, the
fact that-these systeras use’added alkali dees not mean that the
reactivity is observed i strongly basic conditions, In fact, addmen
of the metal ion’ completely converts free OH- -inta hydroxe
complexes and thie ohserved increase in reactivity by several orders

of magnitude indicates that the metal hydroxo complex reacts with

" BNPP much fasier than the free hydroxlda ‘apparently due to the

) !nghiy efficient electmphmc assistance by the sietal cation.

Raté constants micasured in the range of (:5~1.5 mb Sr(n) and
0.5-5.0 mM (n-Bu);NOH were’ correlated with calculated in
gccordance with equs. ¢ 11-(3) soncentrations of all three hydraxa
species and coniributions of Sr,OH3* and SHOH), appeared o be

" negligible. The dependerice of koo, 0R [SIOH*'] shown in Fig 3 was’
of the' I\ﬁe;baehs—Memen t}p&

% St
- e

SHOH),

%

. EN
srgoufe SHORT

88 <

e - ittty -
X3 oot DSR 9&% uv«
(B NOHL M

. Fag. 2 Qbserved first-order rate constants for the BNPP hydrolysis at 25 °C
i 90% vfv DMSO in the presence of | mM SrCiz vs. the base concéntration
-superimposed with the species distribution d for hydroxo- plexes
of $r{n) calculated in accordance with equs, {1)-(3). .

Koy = kKSISTOHYIAL + Ks[SIOHY]) “4)

with b, = (12 £02) X 103571 apd Kg = (4.6 £ 1.9) 3¢ 17

- ML The reaction proceeds therefore via the following steps:

$e*+OH" @22 S(OH) St (OH) . +BNPP -‘_:‘}'_-esr(oﬂ)(BNPP}miwhyd&

‘ {(5)

Similar mechamsm operdtes also for metal fon catalysis in
water,! but for alkaline earth cations both Kou and Ky are very
small, e.g. for $12* Koy = 63 M1 and K = 1 M~ .| Bstimated
with these association constants value of ko in Water (assuming the
same vatoe of ko) for amixture of 1 md 812+ and 2 mM OH - equals
1.5 % 10-8 51 {essensjally coincides with £, without metat ion)

*instead of 1.0 X 10-% s~ in 90% DMSO (Table 1). This indicates

that the major factor responsible for farger catalytic activity in
DMSO is strongly increased affinity of the reactants to the catalyst

: pmmdmg much higher effi ctertcy ofthe tcmplme effect of the metal
: o,

Potentiometric mraimm of MgCl; revcalcd fermanon of & single
spemes. .

Mg = Mg(OH); + 2 H*, logBia = —21.36 )

As ene can see from Table 1, Mg(n) in the presence of {n-
Bu)NOH is ca. 100 times Jéss active than Sr(n). Since the sctivity .
of Sr(OH}; is also low one may conclude that the neutral hydroxo
species aré generally Jow active. Titration of MpCl; in the presence
of added NaCl showed a ¢omplex behavior (see Supplementary

Informationt} and -did not ailow us to analyge the system

quantitatively, but it c&early showed formation of mixed hydroso

complexes MgMNa(OH)* and Mgl\a(@ﬂ)g, -one of which may be

responstbie for the increased catalytzc actwu) in the prescnca of

sodium cations, B
In mncimmn, the use of a dzpﬂlar aprotic co-solvent allows one

to greatly improve thie catalytic activity of a!kaime«emh cations in

the phosphodiester fydrolysis. The activity of lanthanides de- = -

creases in. water-DMSO mixtures,!? but rate constants for the

BNPP hydrolysis with simple hydroxo complexes of Srln} and

Mg(n) in 90% vfv DMSO are even higher than those reported for

. larithanide aqua-ions in water,)»®13 This result indicates the

imponant role of a medium of Jow water content, which allows
rather weak Lewis acids like the alkaline-earth cations w activate
efficiently the substrate and the nuéleophile.”

We gratefilly acknowledge the PAPUT Program of DGAPA-
UNAM {P:o)eci iN 1208901} for the sapport of this work,

Notes and references

FKinetic measurements used 20100 ghd BNPP and varied concentrations
of metal chlorides and (n—Bu)gr\OH o NeQH in the range 15 ;M at 25
°C.
§ The posm\eso!vem effect of DMSO on ttxe rate of alkdline hy dmlysas of
BNPP i mach iowet than that ot the h}drb}yms of the dxamon of p-
phate, ¥ which p ds vig a dissociative-type mecha-
msm Tis aEso lswer than DMS() effects on rates of carboxylic acid ester
hydrolysis, !> probably because of increased repulsion between similarly
charged BNPP and hydraxide in organic medivm.
% Measurements of pH werd taken on su Orion Modé] 710-A research
digital pH meker equipped with an Orion standard - resensch grade
combinction eiectrode with Ap/AgCl reference cell s carbonate-free (-
BulNOH 0.1 M solution in 90% vjv DMSO was added to the system in
small mcremenss and with sufficient fme imiervals (35-20 min between
additions in pH maoge 1016, bet only 223 min in more ackidic and more
basic sehaions) to allow the equifibration of the system and obtaining stable
pH readings. Careful removal of carbonale and exclusion of CO, absorption
during the titration were extremely importam for o‘mmmg reproducible

!TtmllOR curves. In e titraticns | WVI HCI was added to ensure that at the
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Fig, 3 Plot of ks vs. the concentration of SrOH* species catculaaxi im0

accordance with zqns. {143},

no hydroxide complexes. of alkaline-earth cations wers present
and to check addifionally thé eiectrode calibration in each run. No
supporting electroiyte was sruployed to minimize the ioa-pairing of divalent
cations with electrolyte anions, which can ‘be significant in this mediun.
‘The program Hyperquad® 2000 Yersion 2.1 NT was used o caleofate atl
squilibrium constants.

Chem, Commun., 2004, 0-0 |




{/ The stability constam of ‘hc complex of Sr2*+ with HoPO,~, 2 monoanion
sitlar by charge and type of donior atoms ta BNPP, cquais 2N bul for
Einding to Sr(OH}* one should expect & smalicr value.
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