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1. Resumen

En el presente trabajo se sintetiza un nuevo ligante tetradentado que presenta un
grupo funcional oxima a partir de la 2,6-diacetilpiridindioxima vy 2-
bromoacetamida, aqui denominado Hdapam; este ligante se caracterizé mediante
analisis elemental y técnicas espectroscopicas como H RMN, 13C RMN, IR, UV-Vis,
espectrometria de masas. Los estudios cinéticos realizados en disolucién acuosa
con 10% de metanol indican que el ligante Hdapam se comporta como un a-
nucledfilo en la hidrélisis del éster p-nitrofenilacetato (NFA).

Este ligante tetradentado forma complejos con varios cationes metalicos
divalentes de la primera serie de transicion (Mn (II), Ni (II), Cu (II), Co (II))
ademas de Zn (II) y Cd (II), por lo que se estudio el efecto catalitico de estos
cationes hacia NFA en funcién del pH y concentracidon de los reactivos. Se encontré
que los cationes que tienen mayor efecto catalitico son Zn (II) y Cd (II).

Para hacer un analisis del efecto catalitico con Zn(II) y Cd(II) se determinaron,
mediante titulaciones espectrofotométricas y potenciométricas, las constantes de
formacién de las especies presentes en disolucion lo cual involucra tanto las
constantes de acidez del nuevo ligante como las constantes de formaciéon de los
complejos con las formas protonadas y desprotonada del ligante. Con estas
constantes se hizo la especiacién del ligante y de sus complejos a las condiciones
usadas en cinética, y se lograron separar las contribuciones de las especies
cinéticamente activas: OH", oximato libre y complejos metal-oximato.

El complejo Cddapam™ resultd ser el mas eficiente en la hidrélisis de NFA con una
constante, kox, de 1050 + 40 M's™! y tiene efectos importantes a partir de valores
de pH cercanos a 9. El complejo de Zndapam™ tiene una constante, kox, de 215+
10 M1s™! con efectos notables a valores de pH cercanos a 8. Las reacciones son de
primer orden respecto a estos complejos. En todos los experimentos se
observaron curvas cinéticas de primer orden, aunque no siempre se mantuvieron
condiciones estrictas de exceso de complejo con respecto al sustrato, por lo que

los complejos deben operar de forma catalitica.



2. Introduccion

La quimica biomimética busca imitar la reactividad de estructuras bioldgicas para
poder comprender como funcionan sus mecanismos de accion vy plantear un
modelo que permita el disefio de nuevos sistemas de funcionalidad bioldgica pero
de menor complejidad e igual o mejor reactividad. Entre estas estructuras
bioldgicas sin duda las enzimas juegan un papel muy importante pues catalizan
muchas funciones fisioldgicas. Las enzimas se pueden clasificar segun su funcion
como nucleofilicas, electrofilicas, de éxido reduccion, etc. y muchas de las enzimas
suelen tener un catién metalico coordinado en su sitio activo y por ello se les
denomina metaloenzimas [Breslow 1972]. Las enzimas de naturaleza protéica son
estructuras complicadas como para sintetizarlas en el laboratorio y, dado que son
muy especificas, para cada aplicacién biotecnoldgica se requiere producir y aislar
una enzima particular. De ahi la importancia en disefar catalizadores o “enzimas
artificiales” que sirvan como punto de partida para entender a estos sistemas mas

complejos y que a futuro nos permitan lograr aplicaciones practicas.

Los cationes metalicos coordinados en los sitios activos de las metaloenzimas les
confieren propiedades necesarias para su funcionamiento. Las funciones
principales de los cationes metalicos estan asociadas con el cambio de estructura,
ya sea por el cambio de numero de coordinacion para facilitar la interaccion con el
sustrato, por la disminucion del pK,; de moléculas de agua coordinada, por cambios
en la solvatacién, por cambios en su estado de oxidacién, por cambios en el pK, de
alguna seccién de la enzima o bien varias de estas contribuciones. Por ejemplo, el
mecanismo propuesto para la enzima carboxipeptidasa A, Figura 2.1, involucra la
desprotonacion de una la molécula de agua coordinada al zinc a un pH cercano a 7
y un posterior ataque nucleofilico hacia el sustrato previamente asociado en el
interior hidrofébico de la enzima [Bertini 1994]. Este mecanismo implica la
activacién de un nucledéfilo mediante coordinacidon, generalmente H,O/OH™ en las

enzimas naturales, pero este mismo principio de activacién puede usarse en



“enzimas artificiales” empleando una gama mas amplia de nucledfilos. También se
puede emular la asociaciéon con el sustrato mediante grupos funcionales que
faciliten la formacion de pares idnicos, la coordinacion con cationes metalicos, la

coordinacidn tipo acido-base de Lewis, la formacién de puentes de hidrdgeno, etc.
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Figura 2.1 Mecanismo propuesto para la enzima carboxipeptidasa A.
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En la presente tesis se buscd mimetizar la reactividad de una enzima hidrolitica
empleando nucledfilos mas reactivos que el OH™ hacia la hidrdlisis de ésteres y que
pertenecen al grupo denominado a-nucledfilos, en particular con una piridin oxima
y sus compuestos de coordinacidn, con base en trabajos previos realizados en

nuestro grupo de investigacion



3. Antecedentes

Las oximas son el producto de la condensacion entre la hidroxilamina y un
aldehido o una cetona, dando como resultado una aldoxima o una cetoxima
respectivamente. En el caso de las piridin oximas el carbono de la oxima esta
unido al anillo de piridina (orto, para o meta, Figura 3.1) por un enlace sencillo y
con un grupo R que puede ser hidrégeno, dando una piridin aldoxima, o si esta
unido a un grupo alifatico o aromatico da una piridin cetoxima.

R (H) R(H) R(H)
. _OH OH
N X \N/ | X \N/ OH

N F N

A

Figura 3.1 Estructuras generales de piridin oximas sustituidas en orto-, meta- y para-
respectivamente.

Por sus caracteristicas estructurales las piridin oximas han sido de interés como
ligantes en quimica de coordinacion. Poseen sitios potencialmente donadores de
electrones: el atomo de oxigeno o ambos atomos de nitrégeno, por ello son
capaces de coordinar una gran variedad de acidos de Lewis, incluyendo atomos no
metalicos, en diferentes posiciones y geometrias [Abele 2003]. En la Figura 3.2 se
muestran algunas de las posibles formas de coordinacion de la 2-piridinoxima con

cationes metalicos [Harris 2000].

Figura 3.2 Diferentes formas coordinantes de la 2-piridinoxima con cationes metalicos.

Por otra parte la acidez de las piridin oximas cambia al tratarse de una aldoxima o
cetoxima y se modifica con los sustituyentes en el anillo de piridina. Las piridin

oximas tienen generalmente un valor de pK, asociado con la protonacion del anillo



de la piridina, y uno o mas valores de pK, dependiendo del nimero de grupos
oxima u otros grupos ionogénicos presentes en la molécula. Estos valores de pK;
se ven afectados cuando se forman compuestos de coordinacion con cationes
metalicos y, dependiendo de qué cation metdlico se coordine, generalmente

aumenta su acidez [Bertini, 1994].

En general, existe una correlaciéon entre la basicidad de un nucledfilo con su
reactividad para nucledfilos de estructura similar. Una reaccién nucleofilica
involucra la donacidon del par de electrones del nucledfilo a un sustrato con la
formacién parcial de un enlace en el estado de transicién y la presencia de una
carga parcial positiva sobre el nucledfilo. Por su parte, la basicidad es la tendencia
a donar un par de electrones a un protdon formando un enlace parcial con el
desarrollo de una carga positiva sobre la base. Dado que estos dos procesos son
muy similares se espera que exista una correlacién entre ambos: mientras mas
basico es un nucledfilo se espera que su nucleofilia sea mayor. Esto se puede
observar claramente en una grafica de Brgnsted (log k en funcién de pK,, Figura

3.3) o en forma de ecuacién (Ecuacion 1).
logk = fpK, + b Ecuacion 1

En esta expresion k es la constante de rapidez para la reaccidn de sustitucion
nucleofilica, B es la pendiente (sirve como parametro cuantitativo de la correlacion
de la reactividad nucleofilica con su basicidad), pK, es la constante de acidez del

acido conjugado del nucledfilo y b es la ordenada al origen.

Para nucledfilos del mismo tipo, se observan lineas rectas en las coordenadas de
Brgnsted; en estas rectas la pendiente se interpreta como una medida de la
afinidad relativa del nucledfilo hacia el sustrato en el estado de transicidon (log kobs)
y la afinidad del nucledfilo hacia el protén del agua estd dada por el pKs. Si se
compara la reactividad hacia NFA para diferentes tipos de nucledfilos, se ha

observado que siguen lineas paralelas con pendientes cercanas a 1.0 que indica

10



que la reactividad depende fuertemente de la basicidad [Bruice 1958]. Cuando la
pendiente de esta recta es cero, puede ser que la etapa limitante de la rapidez no
incluya al nucledfilo o bien, que hay factores que compensan la nucleofilia y la
basicidad del nucledfilo [Jencks 1982].

efecto a

log k

pK., (nuclesfilo) .

Figura 3.3 Grafica en coordenadas de Brgnsted donde x1, x2, x3, x4 representan un
nucledfilo del mismo tipo y X representa un a-nucledfilo.

Sin embargo, existe un grupo de nucleéfilos para los cuales la reactividad
observada es mayor que la esperada por su basicidad, Figura 3.4. Algunos
ejemplos de a-nucledfilos son la hidrazina, la hidroxilamina, asi como aniones de

hipoclorito, acidos hidroxamicos, oximas, hidroperdxidos, nitrito, sulfito, etc.
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Figura 3.4 Ejemplos de grupos funcionales que se comportan como a-nucleéfilos.

Esta caracteristica fue observada para varios tipos de nucledfilos desde hace
muchos afios por Edwards y Pearson [Edwards 1962], quienes le dieron el nombre
de “efecto alfa” pues la adjudicaron a la presencia de un atomo adyacente al
atomo nucleofilico capaz de donar un par de electrones. Actualmente se usa una
definicidon alternativa del efecto alfa que es “la desviacidn positiva que exhibe un
a-nucledéfilo en una grafica de nucleofilia tipo Brgnsted” [Hoz 1985], ver Figura
3.3.

Posteriormente, en estudios mas detallados, se encontré que este efecto no
depende de un solo factor sino que hay varios factores involucrados, dependiendo
del nucledfilo especifico [Dixon 1972]. Las explicaciones que se han dado para el
efecto o incluyen principalmente: la desestabilizacién del estado basal del a-
nucledfilo, la estabilizacion del estado de transicidon, la estabilizacion de los
productos y la solvatacion de los a-nucledfilos. Se han dado explicaciones mas
detalladas que argumentan que la alta reactividad se debe a un incremento de la
densidad electréonica del atomo nucleofilico [Jencks 1969], sin embargo este
aumento se muestra solo en la nucleofilia y no en la basicidad del nucledfilo
[Guillot-Edlheit 1978].

A partir de célculos ab initio se ha mostrado que para nucledfilos anidnicos, cuando
se consideran tanto efectos de primer orden (electronegatividad) como de
segundo orden (perturbacionales), y se hace un andlisis de los orbitales frontera,

la prediccion de la reactividad para a-nucledfilos en fase gas es inversa a la

12



observada experimentalmente en disolucion: su reactividad deberia ser menor que
para otro tipo de nucledfilos [Wolfe 1982]. Esto sucede porque la desestabilizacion
del estado basal del a-nucledfilo, la estabilizacién del estado de transicion y la
estabilizacién de los productos, estan interrelacionados de acuerdo a la teoria de la

reactividad de Marcus y porque no se consideran los efectos de solvatacion.

Existe ademas un grupo de a-nucledfilos anidonicos muy basicos (como los aniones
de las oximas y de los acidos hidroxamicos) no siguen esta correlacién lineal y
ademas muestran una tendencia a “nivelarse” a partir de valores de pH mayores a
8.0, de manera que un incremento en la basicidad no incrementa la reactividad
(ver Figura 3.5). Una de las explicaciones que se ha dado a este efecto de
“nivelacion” esta relacionada con la solvatacidn del nucledfilo o “solvation
imbalance”, ver glosario [Terrier 1988, 1991, 2003; Jencks 1982; Um 2001,
Buncel 2002].

Este “desbalance en la solvatacion” se refiere a que el nucledfilo se debe
desolvatar antes de realizar el ataque nucleofilico y formar un enlace para dar el
estado de transicion. Existe una relacion proporcional entre el cambio en la
nucleofilia (Alog k) y el producto de la pendiente de la grafica de Brgnsted, Bnuc,
por la constante de equilibrio entre la especie solvatada y no solvatada (log Ky),
como se muestra en la Ecuacién 2 [Buncel 2002]:

Alog k = (1 — Bruc ) l0g K, Ecuacién 2

De esta ecuacion es claro que mientras mas energia se requiera para desolvatar al
nucledfilo (se hace mas negativo el valor de log Ky) también se hace mas negativo
el valor de Alog k, y por lo tanto la pendiente en coordenadas de Brgnsted es casi
cero. En otras palabras, si el nucledfilo es mas basico se requiere mas energia
para desolvatarlo lo que hace mas lenta la reaccion; este efecto es opuesto al
incremento en la velocidad por un aumento en la basicidad del nucledfilo. En el

caso de los aniones oximato hacia NFA el efecto desaparece al cambiar de

13



disolvente, por ejemplo hacia mezclas acuosas ricas en DMSO; aqui, debido a que
hay menos interacciones tipo puente de hidrogeno, el nucledfilo estd menos
solvatado y por lo tanto se reduce la desincronizacién entre la desolvatacion y la

formacion del enlace.

En particular, se ha observado este efecto de “nivelacion” para piridin oximas que
se comportan como oa-nucledfilos. Para ejemplificar este comportamiento, en la
Tabla 3.1 se han reunido algunos valores de pK, para oximas junto con las
constantes de rapidez de segundo orden en la hidrdlisis del NFA, kox (M''s™?)
correspondientes a sus aniones oximato; en la Figura 3.5 se presentan estos datos
en coordenadas de Brgnsted y en la Figura 3.6 estan las correspondientes
estructuras de las oximas. Como se indica con la linea horizontal en la Figura 3.5
hay un efecto de nivelacidon para oximas aromaticas a un pK, aproximadamente

mayor a 8.0.

Tabla 3.1 Constantes de segundo orden para la hidrodlisis del NFA de aniones oximato
(kox), Y Sus respectivos valores de pK; a 25°C.

No. Oxima pKa kox M1 s! | Referencia
1 3-dimetilsulfonio-MINA 6.54 2.4 Degorre 1988
2 HI-6 7.13 11.8 Terrier 1991
3 2-PAM 7.75 25 Terrier 1991
4 4-PAM 8.27 61 Terrier 1991
5 Salicilaldoxima 9.2 53.3 Jencks 1960
6 4-piridin aldoxima (4-PAO) 9.98 63.3 Meyer 1981
7 2-piridin-aldoxima (2-PAO) 10.04 77.2 Breslow 1965
8 6-[(Metilamino)metil]-2-[1- 11.1 45 Mancin 2000

hidroximino)etil]piridina
9 Acetofenona oxima 11.45 42.3 Yatsimirsky
1992
10 HOXAPy 11.74 84 Yatsimirsky
2013
11 Acetoxima 12.4 61.7 Jenck 1960

14
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Figura 3.5 Grafica de log ko en funcidon del pK, para los iones oximato de la Tabla 3.1.

Donde la linea horizontal indica la nivelacion en la reactividad respecto al pKa.
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Figura 3.6 Estructuras de las oximas de la Tabla 3.1 y representados en la grafica de la

Figura 3.5 por niumeros.

Por otro lado, las oximas con valores de pK,; entre 10 y 13 exhiben una baja

reactividad nucleofilica a valores de pH cercanos al fisiolégico, debido a que la

15



fraccién desprotonada a valores de pH cercanos a 7 es baja y por lo tanto la

concentracion de la especie nucleofilica también lo es.

Dado que las piridin oximas son buenos ligantes, se comportan como a-nucleodfilos
y tienen este efecto de nivelacién en su reactividad, es posible lograr un efecto
catalitico mediante coordinacién con cationes metalicos. Es altamente probable
que al coordinarse el nitrégeno de estas piridin oximas disminuya su valor de pK;
(siempre y cuando este decremento esté dentro de la zona de nivelacidn) sin que
su reactividad disminuya, simplemente por generar una mayor cantidad del anién
oximato (nucleofilo) a un valor menor de pH. Sin embargo, si el factor mas
importante para el efecto a es la presencia de uno o mas pares de electrones
libres en posicidon o al atomo nucleofilico, la reactividad de las oximas deberia
desaparecer al coordinarse el atomo de nitrégeno, puesto que estos electrones ya
no estan disponibles para compensar la deficiencia electronica en el estado de
transicion. Por otro lado, si el factor mas importante es el desbalance en la
solvatacion del nucledfilo, éste debe modificarse notablemente al estar coordinado

a un catidon metalico y tener una consecuencia en la reactividad.

Existen poca informacidon respecto a la reactividad de oximas coordinadas, sin
embargo, hay algunos aspectos que han sido aclarados. El primer ejemplo de
activacion del ion oximato por coordinacién con iones metalicos fue reportado por
Breslow y Chipman [Breslow 1965], usando Zn(II) y Ni(II) para activar 2-
piridinoximas y ésteres aromaticos del &cido acético como sustratos. La
coordinacion de la 2-piridinaldoxima con el idn metalico acidifica el grupo oxima
disminuyendo su pK, de 10.04 a 6.5, lo que incrementa 1000 veces la
concentracion del anién oximato, y aunque la reactividad intrinseca del anidn
oximato coordinado es menor por un orden de magnitud que la reactividad del
anion libre (debido a la menor basicidad del nucledfilo al coordinarse), el primer
efecto predomina y el resultado global es un aumento de 100 veces de la
reactividad en disolucién neutra.
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El mecanismo general para la esterdlisis de ésteres de acidos carboxilicos con
oximas coordinadas ocurre mediante el ataque nucleofilico del grupo oximato
sobre el carbonilo del éster, con la formacidon de un intermediario O-acilado, y una
hidrélisis sucesiva del acilo, Figura 3.7. Inicialmente se reportd que no era
catalitico [Breslow 1965] pero posteriormente el grupo de Suh [Suh 1992, Suh
1981] demostré que las velocidades del ataque nucleofilico y de desacilacion,
dependen fuertemente del tipo de oxima de que se trate y de la naturaleza del

metal que forma el complejo oximato, pero completan un proceso catalitico.

NFA
NO ,

NO,

Figura 3.7 Esquema del mecanismo de la esterdlisis del NFA con complejos metalicos de
la 2-acetilpiridinoxima en donde M(LH)?* es el complejo protonado y M(L)* es el complejo

desprotonado.
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Tabla 3.2 Logaritmo de las constantes de acidez (pK,) y constantes de segundo orden
para la esterdlisis de NFA (ko Y ki) Y los complejos de Zn(II) con 2-piridinaldoxima y 2-
acetilpiridinoxima [Breslow 1965, Suh 1984]

2-acetilpiridinoxima | 2-piridinaldoxima
pKan = 10.8 pKan = 10.04
PKa znth =7.0 PKa znth = 6.5
Kznwiy?™ = 420 MY | Kzpamy?t = 150 M
kox = 77.2 M'st
kw = 400 M's™! kme = 10 M*s™!

Otro aspecto importante es la diferencia en reactividad de los complejos de las
aldoximas y de las cetoximas. Por ejemplo, comparando los complejos con Zn(II)
de la 2-acetilpiridinoxima y la 2-piridinaldoxima [Suh 1984] observamos la
constante de estabilidad es mayor para la cetoxima que para la aldoxima (420 vs.
150 M) sin que esto refleje grandes cambios en el pK, del complejo (7.0 vs. 6.5),
pero si en la constante de rapidez de la esterdlisis (400 vs. 10 M''s!), De estos
resultados es claro, primero, que los complejos con la cetoxima son mas estables
que con la aldoxima, segundo, que esta diferencia en reactividad no puede
atribuirse a una diferencia en el valor de pK, de los complejos, y tercero, que la
rapidez de esterdlisis es mucho mayor para los complejos con las cetoximas: en el
caso del complejos de Zn(II) es 40 veces mayor; ademas es evidente que en el
caso de la aldoxima la reactividad del complejo de Zn(II) es casi 8 veces menor

que la del anién oximato.

Un aspecto mas, es el efecto sobre el pK,; en funcion de la naturaleza del cation

metalico. Los estudios reportados muestran que si las ariloximas, piridinaldoximas
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y piridincetoximas se acidifican demasiado por coordinacidén, por ejemplo con
Fe(II) [Breslow 1965], Cu(II) [Breslow 1965, Suh 1981, 1982, 1984 y 1992],
Cu(II), Ni(II), Zn(II) [Mancin 2000] pierden su alta reactividad. En principio, esto
puede explicarse en las coordenadas de Brgnsted: el pK, de la oxima coordinada
ya no esta en la parte de nivelacion, sino en la porcién lineal donde la reactividad
es directamente proporcional a su basicidad. Como estos cationes estan en la
frontera entre los cationes duros y los cationes blandos en términos de Pearson
[Pearson 1997], podria pensarse que los cationes relativamente blandos daran

mejores efectos cataliticos.

Un avance que se dio dentro de nuestro grupo de trabajo, en el tema de
reactividad de oximas coordinadas, fueron los estudios que se hicieron de la
reactividad de los complejos de la dioxima derivada de la 2,6-diacetilpiridina
(H.dapd) con metales divalentes (Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb) [Yatsimirsky 1998].
Entre las caracteristicas importantes de este ligante es que, al ser tridentado, los
complejos que forma son bastante estables, previniendo la precipitacion de
hidroxidos metalicos y la reactividad observada para los complejos de Zn(II),
Pb(II), Mn(II) y Cd(II) es muy buena (ver Tabla 3.3) y ademas, presenta una
similitud en los complejos donde la cuarta posicion esta ocupada por una molécula
de disolvente o contraion, y por lo tanto reproduce una caracteristica observada en
muchas metaloenzimas de Zn(II) [Vallee 1993]. Sin embargo estos complejos
tienen algunas limitaciones: son poco solubles en agua, tienden a formar especies
diméricas inactivas (lo cual limita el intervalo de concentracion en el que pueden
ser estudiados) y ademas tienen dos grupos oximato en su estructura, por lo que
no se puede descartar del todo la participacion de un segundo grupo oximato
como nucledfilo en la esterdlisis. Un aspecto muy importante es que para los
complejos de Pb(II), Mn(II) y Cd(II) la reactividad del complejo es notablemente

mayor que la del anidn oximato, por lo que la coordinacién del par electrénico del
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atomo en posicion o no disminuye la reactividad del nucledéfilo como se observé en

el caso de la 2-piridinaldoxima y su complejo de Zn(II).

Tabla 3.3 Logaritmo de las constantes de acidez (pK,) y constantes de segundo orden
para la esterodlisis del NFA (kox y kw.) [Yatsimirsky 1998].

H.dapd
PKa th= 11.3 | kox= 130 M1 ™
PKa znin =6.0 | kzno = 53.5 M1 st
PKa poLi= 6.4 | kpp. = 207 Mt 57!
PKa Mt =7.0 | kun, = 283 Mt st
PKa can =7.1 | kcar = 518 M1 st

Recientemente se ha publicado por parte de nuestro grupo de trabajo una
reactividad sobresaliente de los complejos de Zn(II) y Cd(II) con la oxima HOxAPy
(Tabla 3.4) que, aunque no es estrictamente aromatica, la reactividad intrinseca
de estos complejos sobrepasa por 2 érdenes de magnitud la del anidn oximato
frente a NFA y son los complejos mas activos reportados hasta la fecha [Gdmez-
Tagle 2013]. De hecho, la reactividad de estos complejos metdlicos con HOxXAPy
tiene valores de la misma magnitud que algunas enzimas naturales frente al
mismo sustrato tales como a-quimitripsina, la anhidrasa carbdnica humana o la
seroalbumina humana, por lo tanto verdaderamente funciona como una “enzima
artificial”, ademas de que esta reactividad se observa en agua, a 25°C y a pH
ligeramente basico. Cabe sefialar que el anién de esta oxima es un a-nucledfilo,
también es un ligante tridentado derivado de piridina que se coordina via N

(piridina, amina, oxima) y por su estructura es mucho mas flexible lo cual le ayuda
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a adaptarse a la geometria de coordinacién de diferentes cationes, ademas es muy

soluble en agua.

Tabla 3.4 Logaritmo de las constantes de acidez (pK,) y constantes de segundo orden
para la oxima HOxXAPy y sus complejos de Zn(II) y Cd(II) en la esterdlisis del NFA (kox Y

kv.) [GOmez-Tagle, 2013].
B NHKK

—~N N
~OH

HOxAPy
PKath = 11.74 |  kox = 84 M'1s™
PKa znih = 8.2 | kzno = 8700 M1s™
PKa catn = 9.4 | kequ = 10900 Mis?
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4. Justificacion

Con base en los estudios anteriores, en este trabajo se propuso sintetizar un
ligante derivado de la H.dapd que fuera tetradentado con atomos donadores de N
y que tuviera un solo grupo oxima en su estructura, con la finalidad de lograr
complejos oximato (con los cationes metalicos ya probados) con igual o mayor
reactividad en la esterdlisis del NFA, pero cuya reactividad pueda adjudicarse a la
contribucién de un solo grupo oximato. También se espera que, al ser
tetradentado, la probabilidad de que se formen especies diméricas de sus
complejos metdlicos sea muy baja y se puedan hacer estudios cinéticos y de
equilibrio de sus especies en disolucion en un intervalo de concentraciones mas
amplio. Ademas se propuso que este ligante tuviera un grupo funcional polar para
tratar de mejorar la solubilidad de su precursor. El ligante propuesto Hdapam,
involucra la O-sustitucion en uno de los grupos oxima de la H,dapd con 2-
bromoacetamida. En la Figura 4.1 se presenta Hdapam y el modo de coordinacion

propuesta que se espera para la Hdapam.

Ak

@)

Figura 4.1 Hdapam y un modo de coordinacién propuesto con metales divalentes (M?*)

Por otro lado, también resulta de nuestro interés generar el ligante disustituido
(Figura 4.2) ya que se deberia formar complejos similares a los que forme
Hdapam por ser un ligante pentadentado, pero no deberia observarse la
reactividad nucleofilica del grupo oximato. En este caso, la Unica reactividad
nucleofilica que podia esperarse seria por la desprotonacion de una molécula de

agua de coordinacidon que complete la esfera de coordinacion del cation metalico,
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pero generalmente las constantes de segundo orden hacia NFA son muy pequefias
comparadas con las de los aniones oximato. Por ejemplo, se ha observado que
para diversos complejos de Zn(II) estas constantes son del orden de 1 Ms'
[Yatsimirsky 2005].

‘ 0]

0
HZN\/ \HW/NHZ
|

|
o)

Figura 4.2 Producto esperado para la doble sustitucion de la H,dapd con 2-
bromacetamida (Dapydam).

Finalmente, debido a que, en la sintesis de Hdapam se busca la mono-O-
sustitucién en uno de los grupos oximato y la molécula es simétrica, se buscaran
las condiciones de reaccién en las que se pueda obtener mayoritariamente el

producto de interés.
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5. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue sintetizar un nuevo ligante tetradentado,
con atomos donadores de nitrégeno, que tuviera la funcionalidad piridin oximato y
que permitiera la formacidon de complejos estables con diversos cationes metalicos
para estudiar la reactividad esterolitica tanto del ligante como de sus complejos y
asignar esta reactividad esterolitica a las especies presentes en disolucién. Con
este estudio se pretende principalmente contribuir en la comprensién del efecto
o, ademas de aportar nuevos ligantes, Hdapam y Dapydam, los cuales al ser

polidentados, pueden ser de interés en quimica de coordinacidn.

Objetivos particulares

1. Sintetizar, aislar y caracterizar mediante técnicas espectroscopicas los nuevos
ligantes Hdapam y Dapydam.

2. Estudiar la reactividad esterolitica del ligante Hdapam en funcion de la
concentracion del ligante y del pH para determinar la constante de oximindlisis
hacia el sustrato NFA.

3. Estudiar la reactividad esterolitica del ligante Hdapam en presencia de varios
cationes metalicos divalentes para los cuales se han observado efectos cataliticos
con otras oximas (Mn(II), Ni(II), Co(II), Cu(II), Zn(II) y Cd(II)) variando tanto la
concentracion del cation metdlico como el pH y seleccionar los de mayor
reactividad.

4. Para los iones metdlicos que presenten mayor reactividad en presencia de la
Hdapam en la esterdlisis del NFA, determinar las constantes de formacién de sus
complejos con el ligante asi como los valores de pK, de estos complejos mediante
titulaciones potenciométricas, espectrofotométricas y por RMN 1H.

5. Con las constantes de formacion de los complejos y los valores de pK;
determinados hacer la especiacion del anién oximato libre y de sus complejos.

6. Usando la distribucién de las especies, analizar la reactividad observada en

funcién de las especies presentes en disolucion para determinar cuadles son las
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especies cinéticamente activas, calcular la concentracidon de éstas y determinar las
constantes de velocidad de segundo orden para cada especie cinéticamente activa.
7. Comparar la reactividad nucleofilica del ligante libre y de las especies que forme

con los diferentes cationes metalicos.

6. Material y Métodos

6.1 Reactivos

Para todas las disoluciones se utilizd agua desionizada con resistividad de 18 + 0.1
MQ-cm destilada con el equipo Nanopure Barnstead. A continuacidn se presentan
en la Tabla 6.1 los reactivos usados en el desarrollo del de sintesis de

complejacion anexando algunos datos caracteristicos relevantes.

Tabla 6.1 Estructuras y caracteristicas principales de los reactivos utilizados.

Estructura Nombre y caracteristicas.
X
| 2,6-diacetilpiridina
HsC N/ CHs Aldrich (=299.9%)
I || Masa molar 163.17 g/mol
Hidroxilamina
NH>OH Aldrich (=98%)

Masa molar 33.02 g/mol

2-bromacetamida
Aldrich (98%)
Masa molar 137.96 g/mol

Acido 2-(ciclohexilamino) etanosulfénico, CHES
Sigma (99%)
Masa molar = 207.09 g/mol
pKs = 9.30 en medio acuoso a 25°C
Intervalo de pH: 8.6 a 10
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@)

N

O/NHWS\OH

Acido 3-(ciclohexilamino)-1-propanosulfénico, CAPS

Sigma (>98%)
Masa molar = 221.32 g/mol
pKa= 10.40 en medio acuoso a 25°C
CAPS Intervalo de pH: 9.7 a 11.1

@]
Ol

=S
K\N/\/ OH
-

O

Acido 2-(N-morfolino )-1-etanosulfénico, MES
Sigma (>99.5%)
Masa molar = 195.2 g/mol
pK; = 6.1 en medio acuoso a 25°C
Intervalo de pH: 5.15 a 7.06

(|)H
(@]
~

L)

Acido 3-morfolinopropano-1-sulfénico, MOPS
Sigma (>98%)
Masa molar = 209.30 g/mol
pKs = 10.40 en medio acuoso a 25°C
Intervalo de pH: 6.15 a 8.06

>:O
H,C

p-Nitrofenil acetato (NFA)
Fluka (=299.0%)
Masa molar = 181.14 g/mol

Perclorato de cadmio(II) hexahidratado
Alfa Aesa (=297.0%)

Cd(ClO4),06H,0 Masa molar = 311.31 g/mol
Perclorato de zinc(II) hexahidratado
Alfa Aesar (=97.0%)
Zn(ClO4),06H,0 Masa molar = 372.38 g/mol
Perclorato de manganeso(II) hexahidratado
(o)
Mn(ClO4),06H,0 Alfa Aesar (=297.0%)

Masa molar = 419.11 g/mol

Ni(ClO.),86H-0

Perclorato de niquel(II) hexahidratado
Alfa Aesar (=297.0%)
Masa molar = 365.69 g/mol

Perclorato de cobre(II) hexahidratado
Alfa Aesar (=297.0%)

Cu(ClO4),06H,0 Masa molar = 241.60 g/mol
Perclorato de cobalto(II) hexahidratado
Alfa Aesar (=97.0%)
Co(ClO4),06H,0 Masa molar = 365.93g/mol
Clorhidrato de hidroxilamina
i 0]
NH,OHeHCI Aldrich (299%)

Masa molar 69.50 g/mol
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continua Tabla 6.1

Hidréxido de Sodio
MEYER (=98%)

NaOH Masg molar 39.99 g/mol
Acido Clorhidrico
HCl J. T. BAKER (36.5-38%)
Masa molar 36.46 g/mol
o)
o Biftalato de Potasio
OH Aldrich (=99%)
Masa molar 224.22 g/mol
o} K*
SiO, Silica gel para columna

MERK (0.2-0.5 mm)

Tabla 6.2 Estructuras y caracteristicas principales de los disolventes utilizados.

Estructura

Nombre y caracteristicas.

//O
H3C—\

CHj

Acetona
J. T. BAKER (99%)
Masa molar: 58.07 g/mol

CH30H

Metanol
J. T. BAKER (99%)
Masa molar: 32.04 g/mol

CH3CN

Acetonitrilo
J. T. BAKER (99%)
Masa molar: 41.05 g/mol

CHCl3

Cloroformo
J. T. BAKER (99%)
Masa molar: 119,38

Tetrahidrofurano
J. T. BAKER (99%)
Masa molar: 72.11 g/mol

CHj

Tolueno
J. T. BAKER (99%)
Masa molar: 92.14 g/mol

Eter Etilico
J. T. BAKER (99%)
Masa molar 74.12 g/mol
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6.2. Equipo

Para adiciones volumétricas se utilizaron micropipetas Eppendorf Research de
diferentes volUmenes segun se requeria. El pH se midid utilizando un electrodo de
vidrio Orion 8103BN con un potencidmetro Orion modelo 710A con una precisidon
de +0.005 unidades de pH, en una celda termostatada, con agitacion y flujo de N>
constante. Para la calibracién del potenciometro se usdé amortiguadores estandar
de referencia de pH 4.00, 7.00 y 10.00 (Aldrich, precisién de £ 0.01 a 25° C).

Para los estudios espectrofotométricos de UV-vis se utilizé un equipo Hewlett
Packard 8453 (ventana espectral de 190-1100 nm, resolucién de 1 nm, precisidon
de longitud de onda < 1 £ 0.5), transportador multicelda con temperatura
regulada con un recirculador marca Fischer Scientifics Isotemp 1016S (£0.1°C), y
se utilizaron celdas de cuarzo con una longitud de paso de 1 cm y un volumen de
3 mL.

Los espectros de 'H-RMN, *C-RMN, IR, y rayos X se realizaron en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI), Facultad de Quimica, UNAM. Los
espectros de masas se realizaron tanto en la USAI, Facultad de Quimica, como en
el Instituto de Quimica de la UNAM.

6.3. Programas

El analisis de los datos, gréaficas y ajustes (regresion lineal y no lineal mediante el
método de minimos cuadrados), se hicieron en el programa OriginPro 8.5.0. El
ajuste de los datos para obtener las constantes de formacion a partir de
titulaciones espectrofotométricas y potenciométricas también se hizo utilizando el
programa Hyperquad 2003 version 3.1.48. Para la especiacion quimica se utilizo el
programa gratuito HySS 2009. La visualizacion y andlisis de los espectros de

resonancia se hizo con el programa MestReNova 2009.
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6.4 Condiciones generales de trabajo
Disoluciones

Se prepararon disoluciones estandar del ligante Hdapam 10-100 mM en metanol y
de los percloratos de los diferentes cationes metalicos 100 mM en agua
desionizada. Las disoluciones de los cationes metalicos se estandarizaron mediante
titulaciones complejométricas con EDTA y se corroboraron las concentraciones

mediante su analisis por absorcion atdmica.

Las disoluciones stock del sustrato NFA (10 mM y 2 mM) se hicieron en
acetonitrilo. El sustrato se adiciond en volumenes pequefios justo antes de iniciar
la monitorizacién de las reacciones, de forma que la cantidad de acetonitrilo en la

disoluciéon fuera pequefia y constante (2% del volumen de la celda de reaccién).

Al hacer las titulaciones potenciométricas fue necesario trabajar en una mezcla de
20% metanol/agua, debido a que se requieren mayores concentraciones del
ligante que en los experimentos de cinética y éste es poco soluble en agua. En las
titulaciones espectrofotométricas se trabajé en una mezcla 10% v/v de metanol en

agua al igual que en todos los estudios cinéticos.

pH

Para los estudios fue necesario trabajar con amortiguadores de tipo bioldgico
(MES, CHES, MOPS, CAPS) para evitar la formacion de especies con los cationes
metalicos debido a que son muy poco coordinantes, ademas de que sus intervalos
de pH de amortiguacién eran adecuados y que no presentaran bandas de
absorcién en la region de 250 a 850 nm. La concentracion del amortiguador fue de

100 veces mayor a la de los reactivos.
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Temperatura
Los experimentos se realizaron a una temperatura constante de 25.0+0.2 °C

regulada mediante un bafio recirculador con error en la temperatura de £ 0.1 °C.

6.5 Determinacion de los valores de pK, del ligante y sus complejos
Determinacion del pK,, del agua en el medio de trabajo

Debido a que se requieren hacer estudios de equilibrios en disolucidon, es necesario
conocer con el pKy, del agua en el medio a emplear. Por esta razén se hicieron
titulaciones potenciométricas por triplicado de HClI con NaOH estandarizados
(tipicamente 10 mM de HCI con NaOH 0.2 M), en disoluciones que contenian 10%
y 20% de metanol y NaCl 100 mM, a 25°C y burbujeando nitrogeno en la
disolucién durante toda la titulacion. A partir de los datos de volumen y pH de la
titulacién y mediante un ajuste no lineal a la Ecuacidon 3 [Johannsson 1978], se
determinaron como parametros el logaritmo del producto idnico del agua, pKu, Y el
factor de correccidn para el electrodo, f, que depende del coeficiente de actividad y
del potencial de unién liquida. Esto nos permite ademas trabajar en términos de la

[H*] lo cual resulta mas conveniente para el balance de masas.

_ Vo(Ca+10PH-PEW) _f19-PH
"~ Cg+f10~PH_10(PH-PKW)

V Ecuacion 3

Para calcular el pH corregido se resta el logaritmo de los factores de correccion
obtenidos a los valores de pH medidos (pHcorr =pHmedido - 10g f). El promedio de
pKw en la mezcla de 10% de metanol en agua a 25°C fue de 14.6 + 0.1, el cual es
un valor muy cercano al reportado en la literatura (14.70+£0.02) para un medio
acuoso con 10% de metanol [Fiordiponti 1974]. El factor de correccién promedio,
f, fue de 0.12 unidades de pH que se restaron al valor medido de pH para que las

titulaciones quedaran en términos de la concentracién molar de H*. En la Figura
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6.5.1 se muestra un ejemplo de las graficas obtenidas y ajustadas con la Ecuacién
3.

700 ~
600

500 —

400 —

300 +

NaOH, uL

200 +

100

pH

Figura 6.5.1 Grafica del volumen de base afadida en funcion de pH corregido de la
titulacion de HCI 10 mM con una fuerza iénica 100 mM de NaCl en 10% MeOH a 25°C. La

linea es el ajuste tedrico realizado con la Ecuacion 3.

La determinacion de los valores de pK,, del ligante Hdapam se hizo mediante
titulaciones potenciométricas y espectrofotométricas. Para potenciometria se
hicieron disoluciones 2.5 mM de Hdapam con fuerza i6nica 100 mM empleando
como electrolito soporte NaCl y se titularon con NaOH estandarizada 1.0 M. En el
caso de las titulaciones espectrofotométricas se usaron concentraciones de
Hdapam entre 0.01-0.1 mM vy se titularon con NaOH 100-500 mM. En el caso de
las titulaciones espectrofotométricas se registraron, después de cada adicién de
NaOH, tanto el valor de pH de la disolucién y como el espectro UV-Vis.

Las constantes de equilibrio se obtuvieron haciendo primero un analisis de los
datos en Origin, y posteriomente ajustando los datos de pH vs. volumen del
titulante, los datos de absorbancia vs. volumen de titulante, en el programa

Hyperquad.
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Para determinar los valores de pK, de los complejos de Cd(II) y Zn(II) con
Hdapam, es necesario titular una mezcla equimolar. Se puede monitorizarse
mediante espectrofotometria, registrando el espectro de UV-vis a cada valor de pH
o bien mediante potenciometria, registrando el valor de pH a cada adicién de
NaOH.

6.6. Determinacion de los valores de las constantes de formacion de los
complejos

Las constantes de formacidon de los complejos se determinaron mediante
espectrofotometria UV-vis y potenciometria. Las titulaciones espectrofotométricas
se hicieron midiendo la absorbancia de una disolucién del ligante y titulando con
una disolucion stock del metal; las curvas de la absorbancia en funcion de la
concentracion del metal afiadido se ajustaron satisfactoriamente a un modelo 1:1
metal-ligante (ver Apéndice). Las titulaciones potenciométricas del ligante con los
cationes metalicos, se hicieron con mezclas equimolares de metal-ligante a una
concentracion 2.5mM vy se titularon con pequefios volimenes de NaOH 1.0 M
hasta observar precipitacion.

También se determinan las constantes de formacidon de los complejos del ligante
con Zn(II) y Cd(II) (estos cationes son paramagnéticos), mediante resonancia
magnética de protdn, en donde se registré el cambio en el desplazamiento quimico
para varias sefales en funcion de la contraccion de metal afiadida; los datos se

ajustaron razonablemente bien a un modelo 1:1 metal-ligante.

6.7. Estudios Cinéticos

Primero fue necesario calcular la constante de hidrdlisis alcalina, kon, en 10 y 20%
de MeOH ya que se realizaron mediciones cinéticas en esos medios. Aunque para
10% de metanol se obtuvo una koy muy cercana a la reportada en la literatura
para un medio totalmente acuoso (koy 14.7 M's™, Fiordiponti 1974), en las
determinaciones realizadas en 20% de MeOH se obtuvo un valor mayor (kon 24.7

M'1s1). Dado que la mayor parte de los datos cinéticos se obtuvieron en un medio
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con 10% de MeOH, el hecho de que este valor fuera un poco mayor que el

esperado no afecta las conclusiones que del estudio se derivan.

Los estudios cinéticos se realizaron utilizando disoluciones stock 10-100 mM, del
ligante y de los cationes metdlicos, para el sustrato NFA en acetonitrilo
disoluciones stock 2-10 mM. A partir de estas disoluciones se preparan
directamente en las celdas de reaccion mezclando los volimenes apropiados para
obtener la concentracion deseada de cada reactivo en las celdas de cuarzo. Las
celdas se mantuvieron termostatadas a 25°C con un recirculador. Los estudios
para del ligante en ausencia de cationes se realizaron en un intervalo de pH de 9.5
a 11.5. En el caso del estudio con cationes metalicos se realizaron en un intervalo
de pH de 6.5 a 9.5.

Se siguid el progreso de la reaccién de esterdlisis del NFA mediante la formacién
de su anién, p-nitrofenolato (NF’) que es de color amarillo, tiene un coeficiente de
absortividad molar grande (del orden de 18000 M'cm™) y presenta un maximo de
absorcién a 400 nm. Al romperse el éster se forma el p-nitrofenol (NFH) que tiene
un pK, reportado de 7.2 en agua, y que dependiendo del pH de la reaccion, puede
existir predominantemente como su forma protonada e incolora o como su forma
desprotonada de color amarillo. Por lo tanto, para poder cuantificar la cantidad de
producto obtenida a las condiciones de reaccidon se determind el pK, del NFH y su
coeficiciente de absortividad molar a 400 nm en un medio con 10% de metanol a
250C. En la figura 6.7.1 se muestran espectros de NFH 0.05 mM en funcion del pH
entre 2 y 12. En la figura 6.7.2 se muestra la curva de absorbancia a 400 nm en
funcion del pH de donde se calculd el valor de pK; del NPH 7.18+0.01 utilizando la
Ecuacion 4, en donde A, es la absorbancia al infinito, Ag es la absorbancia al

tiempo inicial y x es el pH. El valor del pK, se obtiene como parametro de ajuste.

Ap—+Ag+10PKa—PH -
Abs = T 10PKa—pH Ecuacién 4
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Figura 6.7.1 Espectros UV-vis de p-
nitrofenol 0.05 mM al variar el pH entre 2
y 12, con adiciones de NaOH 560 mM. El
pH se amortigué con MOPS 10 mM, 25°C.
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Figura 6.7.2 Determinacion del pK, de
p-nitrofenol a 400 nm. La linea continua
muestra el ajuste de los datos a la
ecuacién 4. pK, 7.18+0.01.

La curva de la Figura 6.7.2 se modificd (graficando el coeficiente de absortividad
molar, ¢, en funcién del pH) para tener los coeficientes de absortividad molar a
cada valor de pH al que se trabajé. Con los coeficientes de absortividad molar del
producto, NF°, podemos verificar la extensidn de la reaccién y obtener valores de
absorbancia esperados para una hidrdlisis completa (calculando o verificando las
absorbancias esperadas a cada pH para una concentracion dada de sustrato.
Adicionalmente, a algunos valores de pH fijo, se hicieron curvas de calibracion de

la absorbancia en funcién de la concentracién de p-nitrofenol.

El estudio de la esterdlisis del NFA con la Hdapam se llevo a cabo a
concentraciones 0.04 mM del sustrato y concentraciones entre 0.01 y 0.1 mM de
la oxima, a diferentes valores de pH. Para las reacciones en presencia de los
cationes metalicos se usaron concentraciones del cation metdlico y del ligante
equimolares entre 0.01 y 0.1 mM. Antes de iniciar cada reaccién, se uso como
blanco de la disoluciéon una mezcla de 10% MeOH/ agua, con su respectivo buffer

para cada valor de pH, para eliminar la contribucién del medio a la absorbancia de
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la disolucién. Sin embargo, existen fluctuaciones de la absorbancia en funcién del
tiempo que son relevantes cuando se miden valores pequefios de absorbancia (a
valores de pH cercanos a 7.0 para NFH); esto se corrigid restando en la curva

>0 3 los valores de absorbancia

cinética los valores de absorbancia a 550 nm, Abs
a 400 nm, Abs*® ya que longitudes de onda iguales o mayores a 550 nm no

absorbe ninguna especie.

Las reacciones rapidas (2 horas o menos) se monitorizaron hasta la conversion
completa del sustrato buscando tener como minimo 50 puntos de absorbancia en
funcion del tiempo. Para las reacciones lentas (10% de conversion en 2 horas), se
obtuvieron curvas cinéticas hasta un 10-15% de conversion del sustrato,
seleccionando intervalos de tiempo que permitieran tener como minimo 100

puntos de absorbancia a 400 nm.

Las constantes de rapidez observada, kobs, Se calcularon a partir de los datos
experimentales mediante ajustes no lineales de las curvas obtenidas usando
principalmente dos métodos: el método integral o el método de velocidades
iniciales. Los datos para reacciones rapidas monitoreadas hasta la hidrdlisis
completa del sustrato se analizaron ajustandolos mediante la Ecuacidon 5 para
obtener ko, la cual corresponde a una ecuacion integral de primer orden, en
donde A% es la absorbancia corregida a 400 nm, AA%°, es la diferencia entre
absorbancia inicialy la infinita (Ag- AQ°), Ao es la absorbancia al inicio, keps €S la
constante de rapidez observada y t es el tiempo (Apendice (B)). Se muestra un

ejemplo del ajuste en la Figura 6.7.3

A*00 = Ay + AAggO(l — exp(_kobs*t)) Ecuaciéon 5
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Figura 6.7.3 Ejemplo del ajuste integral para una curva cinética. La linea continua

muestra el ajuste a la ecuacién 5.

Es importante resaltar que estas curvas cinéticas se ajustaron satisfactoriamente a
una ecuacién de primer orden a pesar de que no se trabajo a condiciones de
pseudo-primer orden lo cual sélo puede suceder si la etapa de desacilacién del
nucledfilo es rapida. Para el ligante sélo, como se trabajé a valores de pH basicos,
esta etapa es rapida. En el caso de los complejos metal-ligante se trabajé a
menores valores de pH y de todas formas las curvas cinéticas se ajustaron a
ecuaciones de primer orden, lo cual es indicativo de que la hidrdlisis de NFA es un

proceso es catalitico (ver Figura 3.7).

Para las reacciones lentas fue necesario analizar los datos por el método de la
rapidez inicial para calcular los valores de kos. De los datos de absorbancia en
funcion del tiempo se obtiene la pendiente, la cual corresponde a la velocidad

inicial, vo (ver Apéndice (C)) y conociendo el coeficiente de absortividad del
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producto (NF) y la concentracién inicial de sustrato (NFA) se puede usar la
Ecuacidon 6 para determinar kops. Aqui es evidente la necesidad de conocer el
coeficiente de absortividad molar del NF’, a las condiciones en las que se realiza la

cinética para los diferentes valores de pH.

exp
Vo

EnF- [NFA]p

kobs = Ecuacion 6

En presencia de cationes metdlicos, se observé que la esterdlisis del NFA en
medios muy basicos era muy rapida para ser monitorizada por espectrofotometria
por lo que solo se pudo trabajar a ciertos valores de pH (menores a 11). En la
Figura 6.7.4 se muestran curvas cinéticas en presencia y ausencia de Cd (II).
Como puede observarse, los datos en presencia del cation metdlico se ajustan bien

a una cinética de primer orden aunque las condiciones no son de pseudo-primer

orden vy el efecto de aceleracién por la presencia del catién metalico es notable.

1.0+
0.8

0.6

Abs 400
B

0.4 o

024/ 4 Ao A A A A A 4 4 a4

0.0 T T T 1

t,s
Figura 6.7.4 Curvas cinética de hidrodlisis de NFA 0.04 mM en presencia de Hdapam 0.01
mM, pH 8.97, CHES 100 mM a 25°C. Los cuadros corresponden a los datos cinéticos en
presencia de Cd(ClO4), 0.05 mM vy los tridngulos a los datos en ausencia del catidn

metadlico. La linea continua muestra el ajuste a una ecuacién cinética de primer orden.
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7. Sintesis y caracterizacion.

El ligante precursor se prepara mediante una condensacién entre la diacetilpiridina
e hidroxilamina [Yatsimirsky 1998]. A 2.058 g (12.4 mmol) de 2,6-diacetilpiridina
se afiaden lentamente a 20 mL de una disolucién con 1.11 g (28 mmol) de
hidroxido de sodio y 1.92 g (28 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina en una
mezcla 50% de metanol-agua. La mezcla se calienta a reflujo por dos horas y se
forma un solido blanquecino. Después del tiempo de reaccion el producto se filtra
y se lava con agua desionizada. En la figura 7.1 se muestra el esquema de
reaccién. Se toman espectros de RMN 'H en DMSO-d6 del producto crudo y del

recristalizado para confirmar la sintesis la dioxima H.dapd.

[ [
H,C __ CHs HaC _ CHg
N | + NH,OH'HCI 4 NaOH — T N i

~

(e} HO/ OH

Figura 7.1 Esquema de reaccién para la sintesis de H,dapd

En la segunda condensacién se toman 0.65g (2 mmol) de H,dapd con 0.25 g (1
mmol) de Cs;(COs3); en 20 mL de acetona bajo agitacion en un matraz de bola.

Después se adicionan lentamente 0.138 g (1 mmol) de 2-bromacetamida y se

presenta en la Figura 7.2.

ponen a reflujo por 2 horas con agitacidn. El esquema general de reaccidon se
M e L
HaC pZ c HsC & CHg
3 | N Nl |N N Nl
N ~ o le)

H3
o | X
J CH
Hz'\'ﬁ + O NE T esy(e0y) o OH ”
N N ———— H.N HoN 2
HO HO A 2 \u) + I
Br o) |

(6]
O

Figura 7.2 Esquema general de reaccidn para la sintesis de Hdapam y Dapydam

El transcurso de la reaccion se puede monitorar en placas de cromatografia de
capa fina de silica o cromatoplacas (TLC) en donde se observa, como se esperaba,

la formacién de los productos correspondientes a la O-monosutitucién y la di-O-
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sustitucion. Con el propdsito de favorecer la formacion del producto
monosustituido, se probaron varias condiciones de reaccion, y se obtuvieron
mejores resultados empleando una relacion de 1:2 equivalentes de 2-
bramacetamida-H,dapd, logrando obtener un 60% del ligante monosustituido, un
5% de ligante disustituido y un 35% del precursor sin reaccionar. Cuando se
utiliza un exceso de 2-bromacetamida, se obtiene una conversion completa hacia

el ligante disustituido.

La separacion de la mezcla de ambos productos de sustitucion y el ligante
precursor se logré mediante cromatografia en columna, aunque se tuvieron
algunas dificultades porque los grupos amina de adhieren fuertemente a la silica
gel. Después de varias pruebas la mejor separacidon se logré con la mezcla de
eluyentes de 2:1 Tolueno/THF con 10% en volumen de hidréoxido de amonio. Para
separar 2 gramos de la mezcla se prepararon 700 mL de eluyente y se pesaron 28
g de silica gel la cual se empacd en seco sobre una columna de separacién de 5
cm de diametro y 75 cm de altura. Se afadid el eluyente y se tomaron fracciones
de 10 mL monitorizando la separacion en cromatoplacas. El compuesto H.dapd es
el primero en salir de la columna (en los primeros 250 mL), después a 500 mL
comienza a salir el segundo compuesto, Hdapam, hasta 700 mL mientras que el
tercer producto, Dapydam, es necesario sacarlo de la columna con THF puro o con

metanol.

El analisis mediante RMN 'H en DMSO-ds de la mezcla de productos y cada una de
las fracciones evaporadas nos permitido confirmar que el primer producto en salir
de la columna es el H,dapd, y los siguientes dos, los productos de la sustitucién
(Hdapam, Dapydam), lo cual resulta razonable pues el grupo amino interactla
fuertemente con la silica gel. Se identificd el producto deseado por el protén
correspondiente a la oxima en RMN 'H y se procedid a hacer la caracterizacion

completa del mismo.
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Analisis elemental

El andlisis elemental del ligante Hdapam se hizo la consideracion de que el
compuesto cristaliza como monohidrato tal como se presenta en la Tabla 7.1 y
posteriormente se comprobd la presencia de esta molécula de agua en la
espectrometria de masas. El andlisis elemental del ligante Dapydam se presenta
en la Tabla 7.2.

Tabla 7.1 Analisis elemental con datos tedricos y experimentales de Hdapam

Compuesto Formula Masa molar | Elemento | %Tedrico | %Exp | %Error
| X C 49.25 49.89 | 1.28
FeC ‘ N7 | | Cy1H16N4O4 | 268.26 N 20.88 20.74 | 0.67
N N-om
9 H 6.01 5.75 14.52
H,N H,0
¥

Tabla 7.2 Analisis elemental con datos tedricos y experimentales de Dapydam

Compuesto Formula Masa Elemento | %Tedrico | %Exp | %Error
molar
| N C 50.64 50.63 | 0.01
e T v N\:”3 Ci3H1sNsO4 | 308.30
i K, 22.76 | 22.62 | 0.61
\OH Kg 5.88 5.37 8.67

Espectrometria de masas

Se obtuvieron los espectros de masas de Hdapam y Dapydam mediante la técnica
de impacto electronico, con deteccion de iones positivos. A continuacidon se

presentan los espectros, seguidos de una tabla con su fragmentacién asociada.
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Figura 7.3 Espectro de masas por impacto electrénico, con deteccion de fragmentos
positivos de Hdapam

Tabla 7.3 Estructuras de la posible fragmentacidn segun su relacion m/z de Hdapam

2 = 7
| .
Fragmentos \N‘ cNE C~J:N10- W/@ /Nlc
’ . N N, ! N .

m/z=175 |m/z=162 |m/z=145 |m/z=135 |M/z=118

~ . ox . HC= +
RV Yo Cs IC :\\N _\CH: HO

m/z=104 | m/z=77 m/z=42 m/z=39 | m/z=18
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Figura 7.4 Espectro de masas por impacto electrénico, con deteccion de fragmentos

positivos de Dapydam

Tabla 7.4 Estructuras de la posible fragmentacidon segun su relacion m/z de Dapydam

Fragmentos

\/J \/+| \/l \/+| \/J
T ra ] o L] T
o © o’ e} o’ 0 HO o o

HZNjoH NH<: K I\E éHz kn/NHz NHO HZN\H)
[¢] [e] o) 2 o
m/z= 308 | m/z=277 |m/z=263 |mM/z=250 | m/z=234
\/l »/l z z
N Cy < ~ _
(0] o O./ N‘Q HO,N
CH,
NH. NH,
’ m/z=135
m/z=219 |m/z=193 |m/z=160 |m/z=144
N \N—Ic. HCiJfNj\CHi Q: O=\\N' HC'=\CH1
m/z=118 m/z=103 m/z=77 m/z=42 m/z=39
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Se puede observar que en ambos espectros (Figura 7.3 y 7.4) podemos hallar
relaciones m/z asociadas a fragmentos idénticos o similares en diferentes
proporciones (m/z= 250, 219, 193, 138, 118, 77, 42). La ralacién m/z= 193 que
corresponde a la masa molecular del precursor H.dapd se observa en ambos
espectros. Y el pico m/z= 250 que corresponde a la masa molecular de Hdapam
(Figura 7.3).

En la Tabla 7.5 se muestran los picos correspondientes a los iones moleculares. La
masa relativa en el caso del ligante Dapydam 307.71 con diferencia de 1 unidad
con su relacion m/z= 308 debida a que en el espectro la especie se encuentra

protonada sobre la piridina ya que se encontraba en medio acido (pH=2).

Tabla 7.5 Relacién de la masa molar con la m/z para ambos productos.

Compuesto | Formula | Masa molar | m/z de M*
Hdapam C9H11N302 250.25 250
Dapydam | Ci3H18Ns504 307.31 308

RMN 'H

Los espectros de resonancia del precursor H,dapd y de los productos Hdapam y

Dapydam se obtuvieron en DMSO-ds a temperatura ambiente.

H>dapd

En el espectro de Hydapd (Figura 7.5, Tabla 7.6) se puede observar que a campo
bajo en 11.524 ppm se encuentra el protdn correspondiente al grupo oxima, que
integra para 2 protones. Después a campo medio, en 7.81 ppm, se observa un
multiplete asociado a los 3 protones del anillo de piridina. A pesar de que la
H,dapd es una molécula muy simétrica el multiplete se debe a que el carbono
unido al anillo puede tener libre giro y los protones de la oxima pueden acercarse
al anillo afectando de esta forma a los protones piridinicos. Después a campo alto,
en 2.247 ppm, se observa un singulete que corresponde a los 6 protones de los

dos metilos.
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Figura 7.5 Espectro de RMN 'H de H,dapd con la numeracion de los protones de la

estructura de la Tabla 7.6

Tabla 7.6 Asignacion de sefiales del espectro de H,dpd para protones.

Estructura | #Atomo-H | 5(ppm) | Sefal |Integracion
1,2,3
, 7.81 Multiplete 3
1 . 3
HyC lN/ CHy 6,7
! N'\OH 11.524 | Singulete 2
H(7) 6
4,5 2.247 | singulete 6
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Hdapam

En el espectro de Hdapam (Figura 7.6 y Tabla 7.7) se observa a campo bajo el
protén del grupo oxima en 11.574 ppm, ligeramente desplazado respecto a
H.dapd. Luego a campo medio, 7.82 ppm, se observa un multiplete los 3 protones
de la piridina y la aparicion de un doblete que integra para 2 protones en 7.29
ppm corresponde a los protones unidos al nitrdgeno en la amida. Posteriormente
se observa un singulete en 4.543 ppm, que integra para 2 protones, que
corresponde al grupo metileno. También se observan 2 sefiales en 2.366 y 2.249
ppm de las cuales la primera corresponde a los protones del metilo del carbono 4,
que se desplaza a campo mas bajo debido a la presencia del grupo amida vy la
segunda corresponde al metilo menos afectado por la sustitucién, por ello su

desplazamiento, comparado con el del precursor, es minimo.

Jun11-1Hb
, /o J ]
4 5
Agua

< Am)| |B@ ¢ Z
5 7.82 7.29 3
— — — a
6 3
DMSO

g i

W J JL,J L

&

0.85T
3.101
3.041

T T T T
1.5 11.0 105 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0
f1 (ppm)

Figura 7.6 Espectro de 'H RMN de Hdapam con numeracién de carbonos de la estructura
de la tabla 7.7
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Tabla 7.7 Asignacion de senales del espectro de Hdapam para protones

Estructura #Atomo-H | §(ppm) Senal Integracion
1,2,3 7.820 | Multiplete 3
2 6 11.574 | Singulete 1
1 X\ 3
e | e 8 7.290 | Doblete 2
J! Mg, 7 4.543 | Singulete 2
(0] 6
H2§H7 4 2.366 | singulete 3
© 5 2.249 | singulete 3

Dapydam

En el espectro para Dapydam (Tabla 7.8, Figura 7.7,) se puede observar la
desaparicion de la sefial asociada al protdon de la oxima y al ser simétrica, su
espectro es mas sencillo. A campo medio, se observa que el multiplete asociado a
los tres protones piridinicos se convierte en un singulete en 7.874 ppm, a 7.330
ppm aparece un doblete que integra para 4 protones correspondiente a los
protones de la amida, a 4.583 ppm se observa un singulete que integra para 4
protones correspondientes a los metilenos y por ultimo otro singulete en 2.402
ppm correspondiente a los protones de los metilos que integra para 6 protones; si
se compara esta senal con la del precursor Hodapd (2.247 ppm), se observa que la

sustitucion desplaza la sefal de los metilos a campo bajo.

Tabla 7.8 Asignacion de sefiales del espectro de Dapydam para protones

Estructura #Atomo-H | 5(ppm) | Sefial |Integracion
1,2,3 7.874 | Singulete 3
LA 9,8 7.330 | Doblete 4
HaC | &S 6,7 4.583 | Singulete 4
N N\O
0 6‘\n/NH2 )
HAN o 4,5 2.402 | Singulete 6
2 7 o)
O
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Figura
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7.7. Espectro de RMN 'H de Dapydam con la numeracidn de carbonos de la

estructura de la tabla 7.8

RMN 13C

Hdapam

A continuacidn se presenta el espectro de RMN 3C del compuesto Hdapam,

determinado en DMSO-de y su correspondiente asignacién en la Figura 7.8 y Tabla

7.9 respectivamente. Se asignaron las bandas con el programa MestReNova 2009.
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Figura 7.8 Espectro de RMN '°C de Hdapam con numeracién de carbonos de la estructura

de la tabla 7.9.

Tabla 7.9 Asignacion de senales del espectro de Hdapam para carbonos

Estructura Carbono | (ppm) | Carbono | 5(ppm)

. 6\ . 1 170.950 | 7 119.908

H3?M?ﬁ3 2 156.670 | 8 119.873

N N« 3 154.159 | 9 72.911

HZN%OQ 4 153.689 | 10 11.378

' 5 152.090 | 11 10.167
6 137.111
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Espectroscopia UV-Vis.

Se determinaron los espectros de absorcion del ligante Hdapam en una mezcla de
10% metanol/agua a una concentracion 0.4 mM del ligante en presencia de CAPS
1 mM a diferentes valores de pH. En estos espectros se observa un patron bien
definido el cual tiene un maximo de absorbancia en 286 nm. Se observa que la
absorcién aumenta conforme aumenta el pH. En la Figura 7.9 se muestran
espectros de UV-vis de Hdapam a pH &cido, 4.56, y basico, 12.42, en donde se
observa que se tiene el patron de absorcion; si se comparan estos espectros con
los reportados para la piridina se observa un patrén similar pero la longitud de
onda maxima estad situada en 258 nm. Este espectro es caracteristico del
compuesto Hdapam. Se observa un cambio en la intensidad de las bandas pero
con el mismo patron conforme aumenta el pH, lo que se puede asociar a la

desprotonacion de ligante.

0.6

0.4
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0.2 1
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Figura 7.9 Espectros de UV-vis de Hdapam a pH acido y basico.

Espectroscopia de Infrarrojo

A continuacion se presentan los espectros infrarrojos de los reactivos y productos
empleados en la sintesis de la Hdapam tomados en pastilla de KBr, y en la Tabla
7.10 se hace un resumen de las bandas asignadas a cada grupo funcional con

base en las tablas de Structure Determination of Organic Compounds [Badertscher
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2009], en donde se abrevian los modos vibracionales de la siguiente manera:
estiramiento (st), deformacién (§), resonancia de Fermi (rF), sobretonos (ot),
vibracién del anillo (va) y los subindices: asimétrico (as), simétrico (sy) y fuera del

plano (oop).

2,6-Diacetilpiridina

En el caso del reactivo 2,6-diacetil piridina (Figura 7.10 y Tabla 7.10), una de las
bandas mas importantes es la que corresponde al estiramiento del carbonilo en
1698 cm™ y en nuestro caso la ausencia de las bandas correspondientes al grupo
oxima (R-C=N-OH).
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A (nm)

Figura 7.10 Espectro de IR de la 2,6-diacetilpiridina.
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Tabla 7.10 Asignacién de bandas segun su grupo funcional, el enlace y su modo

vibracional de la 2,6-diacetilpiridina.

Grupo funcional | Banda Enlace Modo
v (cm™) vibracional
Metilos 1408 CH3-C=0 | 64
Cetona 1698 C=0 st
3384, 3078 C-H st
952, 816 C-H 3
Piridina 594 C-H Soop
1357,1301,1234 | C=C va
2100-1800 ot

H.dapd

En el espectro del precursor Hydapd (Figura 7.11 y Tabla 7.11) se puede observar
la considerable disminucién de la banda de 1696 cm™ correspondiente al carbonilo
y aparecen las bandas en 1571 cm™ y 1365 cm™ asociadas con el estiramiento del
enlace C=N y la deformacion del enlace O-H respectivamente del grupo oxima. La
sefal asociada al estiramiento O-H de la oxima, tal como la mayoria de las senales

OH es intensa y ancha, apareciendo en 3214 cm™.
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Figura 7.11. Espectro de IR de la H,dapd

Tabla 7.11 Asignacién de bandas segun su grupo funcional, el enlace y su modo

vibracional de la H,dapd.

Grupo v(cm™) | Enlace | Modo Grupo v(em™) Enlace | Modo
funcional vibracion | funcional vibracional
al
Metilos 1456 CHs- CHs 84 1016, 991, 963 |C-H o
C=N-0O 836, 810, 758

1571 C=N Stas Piridina 1582,1571,1365 C=C va
Oxima 1336 O-H ) 2000-1800 ot

3214 O-H st

729 N-O st
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Hdapam

En el espectro de Hdapam (Figura 7.12 y Tabla 7.12) ademas de que reaparece la
sefial en 1698 cm™ la cual se asocia en este caso al enlace N-O de la oxima,
también se observa la sefial ancha e intensa del estiramiento del enlace O-H de la
oxima en 3201 cm™. Ademas aparecen nuevas sefiales correspondientes al grupo
amida, caracteristicas para las amidas primarias, dos sefiales en 3417 y 3300 cm™
de la misma intensidad por el estiramiento N-H de la amida y una sehal en 1663

cm’! caracteristicas del estiramiento C=0 de la amida.

3201

| ! | ! | ! | ! I ! | ! T
4000 3500 3000 2500 y(cm') 2000 1500 1000 500

Figura 7.12 Espectro de IR de la Hdapam
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Tabla 7.12 Asignacion de

vibracional de la Hdapam

bandas segun

su grupo funcional, el

enlace y su modo

Grupo v(cm™) | Enlace Modo Grupo v(em™) Enlace | Modo
funcional vibracional | funcional vibracional
Metilos 1455 CH;- CH3 84 994, 960, | C-H 5
C=N-0 836
806, 751,
Tipo 1698 -H,C- C=0 st 501 C-H Sopp
cetona CO-NH;
1570 C=N Stas Piridina 1605, C=C va
Oxima 1570,
1366
1423 O-H 5 2000- ot
1800
3201 O-H st 3417, N-H st
3300
731 N-O st 751, 646 | N-H Soop
1068, |C-O-N stey Amida 1150 N-H
Tipo Eter | 1013
1256 C-O-N Stas 1663 C=0 st
1423 C-N st
Dapydam

Lo mas notable en el espectro de Dapydam (Figura 7.13 y Tabla 7.13) es la

desaparicién de la senal amplia e intensa del enlace OH de la oxima, pero se

conservan las sefiales en 3457 cm™ y 3377 cm™ que corresponden al estiramiento

N-H de la amida. Se observan dos sefiales muy cercanas en 1695 y 1678 cm™ que

corresponden al estiramiento del enlace N-O y C=0 respectivamente, el primero

se asocia al N-O-R de la oxima O-sustituida y el segundo al C=0 de la amida.
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Tabla 7.13 Asignacion de bandas segun su grupo funcional, el enlace y su modo
vibracional de la Dapydam
Grupo v(cm™) | Enlace Modo Grupo v(em™) Enlace | Modo
funcional vibracional | funcional vibracional
Metilos 1454 CHs- CH3; 84 994, 960, | C-H 5
C=NO 836
806, 751,
1678 H3;C-CN- | C=N st 501 C-H Sopp
CH
Tipo 1695 -H,C- C=0 st Piridina 1605, C=C va
cetona CO-NH> 1570,
1366
3457, N-H st 2000- ot
3377 1800
Amida Tipo Eter | 1068, C-0- |stg
1013 N
751, N-H Soop 1256 C-ON | st o
646
1150 N-H )
1423 C-N st
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8. Determinacion de los valores de pK, del ligante Hdapam

Los valores de pK, del ligante se determinaron mediante titulaciones
espectrofotométricas, potenciométricas y posteriormente a partir de los datos
cinéticos (ver Seccién 9) a 25°C manteniendo, en todos los casos se utilizé un

flujo de N, para evitar la presencia de CO, y posible formacion de carbonatos.
Espectrofotometria

Estas titulaciones se hicieron a concentraciones 0.4 mM del ligante en presencia y
ausencia de un equivalente de HCI. En los experimentos sin HCl se amortigué el
medio con 100 mM de CAPS en una mezcla de 10% metanol en agua. Durante la
titulacién se anadieron volumenes constantes de NaOH estandarizado 0.56 M y a
cada punto se registro el espectro de UV-vis. Para el andlisis de los datos
obtenidos, se seleccionaron varias longitudes de onda, particularmente donde el
ligante Hdapam tiene un maximo de absorciédn (268 nm) y estos datos se

ajustaron a una ecuacion para determinar el pK, (Ecuacién 4, Figura 8.1).

En las titulaciones en las que se afadié un equivalente de acido, se alcanzaron a
observar dos valores de pK,: uno que se asigna al equilibrio acido-base del grupo
piridina en 1.37+0.02 y otro que se asigna al grupo oxima en 11.51+0.10 (estos
valores son promedio de al menos tres determinaciones analizadas a tres
longitudes de onda tal como se muestra en las Tablas 8.1 y 8.2), con base en

resultados publicados anteriormente [Yatsimirsky 1998, Gomez-Tagle 2013].

En la Figura 8.2 se muestra una curva de titulacidon detallada en la zona basica que
corresponde a las titulaciones que se hicieron sin adicionar un equivalente de HCI,
empleando como amortiguador CAPS 100 mM y se analizaron los datos obtenidos
a las mismas longitudes de onda. El valor obtenido de pK; es de 11.43 £ 0.05 y se
asigna a la desprotonacion de la oxima con base en los resultados de trabajos

anteriores [Yatsimirsky 1998, Gomez-Tagle 2013].
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Figura 8.1 Titulacidén espectrofotométrica de Hdapam con un equivalente de HCI. La linea
continua representa el ajuste a la Ecuacién 4 (ver seccion 6.7) en la parte acida y la linea

punteada representa el ajuste en la zona basica.
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Figura 8.2 Titulacion espectrofotométrica de Hdapam en ausencia de HCI. La linea

continua representa el ajuste a la Ecuacion 4 (ver seccion 6.7).
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Tabla 8.1 Valores de pK, para Hdapam a varias longitudes de onda.

Longitud de onda A nm pKa1 £ ds pKaz £ ds
329 1.37 £ 0.02 | 11.50 £ 0.05
286 1.31 £ 0.02 | 11.43 £ 0.03
223 1.43 £ 0.02 |11.60 £ 0.10
Promedios 1.37 £ 0.02 | 11.51 + 0.10

Tabla 8.2 Valor del segundo pK, para Hdapam a varias longitudes de onda. Estos valores

son promedio de las titulaciones en presencia y en auséncia de um equivalente de HCI.

Longitud de onda A nm pPKaz £ ds
329 11.46 + 0.02
286 11.43 £ 0.03
223 11.40 £ 0.01
Promedio 11.43 = 0.03

Potenciometria

Las titulaciones potenciométricas del ligante se realizaron a una mayor
concentracion de ligante que las titulaciones espectrofotométricas. En
potenciometria se usdé una concentracion de 2.5 mM del ligante y las titulaciones
también se hicieron en presencia y ausencia de un equivalente de HCI, en una
mezcla de 20% metanol en agua (para evitar problemas de solubilidad),
empleando como titulante NaOH 0.211 M estandarizado, y a fuerza idnica

impuesta con NaCl 100 mM.

Los datos de potenciometria se ajustaron directamente en el programa Hyperquad.
El programa Hyperquad tiene un método numérico que permite calcular varias
constantes acumulativas (B) de manera simultanea y también realizar el ajuste
simultdaneo de varias curvas de titulacion con un mismo modelo, lo cual no es
posible hacer en Origin. Su versién para titulaciones espectrofotométricas permite

la iteracion simultdnea a todas las longitudes de onda de un intervalo
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determinado. En el programa se usan de manera simultanea: (a) una ventana
(parte superior izquierda) con el modelo planteado de los equilibrios presentes en
disolucidn, la composicion de cada especie y los valores iniciales de las constantes
acumulativas como log B; (b) una segunda ventana (parte inferior izquierda) con
las condiciones bajo las que se realizd el experimento y los datos experimentales y
(c) una tercer ventana (lado derecho) que va mostrando a su vez: los puntos
experimentales, la curva tedrica dadas las constantes calculadas, el niumero de
punto, el error sobre los puntos (parte inferior) y la distribucidon de las especies

que aparecen al lado derecho.

En la Figura 8.3 se muestra una curva de titulacién sin la adicién de un
equivalente de acido y su ajuste en el programa Hyperquad. Tal como se muestra,
se obtiene un valor de pK; de 11.30+0.20.

Figura 8.3 Ajuste de la titulaciéon potenciométrica de Hdapam en Hyperquad (imagen de
pantalla al hacer el ajuste). Ligante 2.5 mM, NaOH 0.211 M, NaCl 100 mM, 25°C, bajo
flujo de N, (ausencia de HCl), 20% de metanol. pK; 11.30+0.05
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Figura 8.4 Ajuste de la titulacién potenciométrica de Hdapam en Hyperquad (imagen de

pantalla al hacer el ajuste). Ligante 2.5 mM con un equivalente de HCI, NaOH 0.211 M,
NaCl 100 mM, 25°C, bajo flujo de N,, 20% de metanol. pKs; 11.70+£0.07

La titulacion con la adicion de un equivalente de acido se realizé a las mismas
condiciones anteriores, buscando determinar el pK, de protonacion de la piridina.
Sin embargo, como el pH inicial de la disolucion es cercano a 2.4, no se obtiene un
buen ajuste para el primer valor de pK; y el segundo nos dio un valor de
11.70+0.07.

A partir de los resultados obtenidos por espectrofotometria se determinan valores
promedio de pK; de 1.5+0.8 para la protonacidén de la piridina y de 11.47+0.2
para el grupo oximato (el cual es muy cercano al valor determinado cinéticamente,
pKa, 11.48, seccién siguiente), que corresponden respectivamente a los equilibrios
1 y 2 de la Figura 8.4. En lo sucesivo se usaran estos valores ya que fueron

determinados en el mismo porcentaje de metanol-agua, 10%, que es el disolvente
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empleado en los estudios cinéticos; el valor de pK, de la oxima determinado
mediante potenciometria es mayor, probablemente porque se usd un mayor

porcentaje de metanol, 20%.
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Figura 8.4 Equilibrios de disociacion acida para Hdapam
9. Reactividad nucleofilica del ligante Hdapam

Se determind la reactividad intrinseca del nucledfilo anidnico dapam’, para una
posterior comparacién con la de sus complejos metalicos y con otros oximatos
reportados en la literatura y para mostrar si la Hdapam se comporta como un a-
nucledfilo en la esterdlisis de NFA. Una forma de hacer de esto es comparar la
reactividad intrinseca del anidon oximato con el anién OH" libre. La constante de
hidrélisis alcalina, kon, reportada para la hidrdlisis del sustrato NFA en agua a
25°C, es de 14.7 M!s'l.[Hupe 1960]. En el caso de los aniones oximato, a esta
constante se le denomina constante de oximindlisis, kox, Y €s la constante de
reactividad intrinseca del anién oximato en ese medio, tiene unidades de Ms™.
Como se trata de una constante de rapidez de segundo orden que no depende del
pH y ni de la concentracién del oximato, se le llama “intrinseca”. Adicionalmente
se espera que exhiba el efecto de nivelacidn en las coordenadas de Brgnsted para

oximas de pK,= 8.

62



Dependencia del pH en la hidroélisis del NFA con Hdapam

Para poder obtener la dependencia de kobs €n funcidn del pH a cierta concentracion
de Hdapam, el estudio cinético de la hidrdlisis del NFA es necesario separar las
contribuciones del anién dapam™ y del OH™ ya que ambos dependen del pH. Esto se
hizo de dos formas. Primero, se determind la constante de hidrodlisis alcalina en el
medio de reaccion y se restd esta contribucion a cada valor de pH. Segundo, se
estudid la dependencia de kons respecto a la concentracién del ligante Hdapam a
diferentes valores de pH; esto nos permite determinar a partir de la ordenada al
origen la contribucién alcalina, comprobar que la reaccion es de primer orden para

dapam’, y obtener la constante de segundo orden a un valor de pH fijo.

Asi, se siguid la esterdlisis de NFA a diferentes valores de pH (8.5-11.5) y a una
concentracion fija de Hdapam. Las curvas cinéticas (datos de absorbancia en
funcion del tiempo) se ajustaron a una ecuacion de primer orden (Equacion 5) de
donde se obtuvieron las constantes de rapidez observadas, kopbs. Se determinaron
también las constantes de rapidez en ausencia del ligante, kon'. Asi, de la
diferencia de kcorr= kobs - Kon'= kox [0X'] se obtienen las constantes de rapidez
corregidas, keorr, que dan Unicamente la contribucidn del ligante a cada pH; esta es
una primera aproximaciéon ya que estos datos son puntuales. Las condiciones
empleadas fueron NFA 0.04 mM, CAPS 100 mM ajustado al valor deseado con
NaOH o HCI valorados, Hdapam 1 mM, 10% de MeOH en agua a 25°C.

De la grafica de kcorren funcion del pH se obtiene ke limite ajustando los datos
con la Ecuacién 4b, que es una ecuacion similar a la Ecuacién 4 (ver Apendice(F)),
pero se usan los parametros de cinética en lugar de los parametros de

absorbancia.

__ kox[Hdapam],

Keorr = (opKapiiy 1) Ecuacién 4b
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Asi, se obtiene un valor de pK; 11.63+0.18 que es cercano al obtenido al hacer las
titulaciones potenciométricas en condiciones similares y un valor de la constante
de oximindlisis, kox , de 50 Ms™!, que es razonable comparado con los valores
reportados en la literatura para otras piridin oximas. Sin embargo, este valor tiene
un error de £12.9 lo cual nos deja una gran incertidumbre, por eso resulta

necesario determinarlo empleando varias concentraciones totales del ligante.
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funcion del pH.

1 mM de ligante. La linea es el ajuste a la

Ecuacion 4b

El valor de pK, que se obtuvo es razonablemente bueno en términos del error y
coincide con el esperado por lo que se usé como una aproximacion para estudios
posteriores mas detallados. Por otro lado, la constante de segundo orden para el
anion oximato indica que se comporta como un a-nucledfilo: si lo comparamos con
la reactividad del anién OH  en agua, 14.7 M’!s?! [Hupe y Jenks 1960], es
aproximadamente 4 veces mayor a pesar de que su pKj; es casi 4 unidades menor.
Se observa también que en el intervalo de pH estudiado la contribucién del medio

es pequena comparada con la del oximato.
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Dependencia de constante de rapidez con respecto de la concentracion

de Hdapam a diferentes valores de pH.

La rapidez de hidrdlisis del sustrato NFA depende de la concentracién de los
nucledfilos presentes en disolucidon, que en nuestro caso son el OH™ y el anion
oximato; ambas concentraciones aumentan con el pH, sin embargo, al variar la
concentracion de Hdapam a un valor de pH fijo, la contribucién del OH™ es la
misma, mientras que la de dapam” se incrementa por un aumento en la

concentracion total aunque la relacion [dapam™]/[Hdapam] se mantiene constante.

El intervalo en que se varia la concentracién de Hdapam depende del pH ya que es
deseable que la concentracién del oximato vaya desde una concentracion igual a la
de OH™ hasta sobrepasarlo por unas 3 veces. La concentracién de OH", y por lo
tanto su contribucion a la hidrodlisis del NFA, cambia fuertemente con el pH siendo
pequefia a valores bajos de pH, pero conforme aumenta el pH esta contribucion
sera mayor. Por ejemplo, para pH de 9.0 se espera una contribucion del OH™ a la
constante de rapidez observada kops de 1.5x10™* s™* mientras que a pH 11.0 es 100

veces mayor, 1.5x1072 s,

Al ir aumentando el pH se obtiene una mayor relacion oximato/oxima y para
obtener el perfil completo de pH es necesario hacer mediciones de cinética a
valores de pH que estén dos unidades por encima del pK, de la oxima para
obtener datos en condiciones donde esté casi completamente desprotonada. Sin
embargo, como el pK, de Hdapam debe ser alrededor de 11.5 de acuerdo a los
datos de potenciometria y espectrofotometria, seria necesario ir hasta un pH de
13.48 lo cual no es posible experimentalmente en un medio acuoso. Ademas,
como la kops €s la suma de contribuciones del OH™ del medio y del ion oximato, la
hidrdlisis del sustrato transcurriria en fracciones de segundos y se requeriria

monitorizar las reacciones haciendo uso de un stopped-flow.
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Considerando estas situaciones, para determinar la constante de oximindlisis se
hicieron mediciones cinéticas determinando las kons para la esterdlisis del NFA,
variando la concentracion de Hdapam a pH constante. Los experimentos se
hicieron por triplicado a cada valor de pH cubriendo un intervalo entre 9.7 y 11.82
(ti/ de NFA a pH 11.8 es aprox. de 10 segundos); el medio se mantuvo
amortiguado empleando los amortiguadores bioldgicos CHES y CAPS que no tiene
reactividad esterolitica hacia NFA. A estas condiciones, las constantes de rapidez
observadas, kobs, Se obtuvieron mediante el ajuste de los datos a una ecuacion de

primer orden, Ecuacién 5. En la Figura 9.3 se muestra un ejemplo de estos

ajustes.
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Figura 9.3 Esterdlisis de NFA 0.04 mM a pH 10.15 con Hdapam 2.6 mM, MOPS 100 mM a
25°C, 10% metanol. La linea continua representa el ajuste de los datos a la Ecuacidon 5.

Kops =(0.00935 £0.0018)x107 s™*

Posteriormente se graficaron las ks en funcion de la concentracidon total de
Hdapam a cada valor de pH (Figuras 9.4-9.12 y Tablas 9.1 a 9.9). Los perfiles
observados corresponden a rectas para cada valor de pH lo cual permite: 1)
comprobar que el orden de reaccion por el anidon oximato es uno, 2) calcular la

constante aparente de segundo orden a ese pH, ko, para el anién oximato a
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partir de la pendiente de la recta y 3) medir la contribucion del anién OH™ tomado

del intercepto al origen.

Tabla 9.1 Dependencia de kqps en funcion
de la concentracién del ligante en la
esterdlisis de NFA 0.04 mM a 25°C, pH

9.73, CAPS 100 mM.

0.0033
0.0030
0.0027
0.0024
0.0021
0.0018

0.0015

\\ -

[Hdapam],10™*M | kons £ ds(107°), s
0 0.00165 £ 1.8
1.97 0.00244 £ 1.0
3.9 0.00262 £ 6.9
5.91 0.00293 £ 5.1
7.88 0.00324 £ 8.5
9.85 0.0033 £ 1.1

Tabla 9.2 Dependencia de k.ps €n funcion

de la concentracion del

ligante en la

esterdlisis de NFA 0.04 mM a 25°C, pH
10.15, CHES 100 mM.

[Hdapam], 10™M | kops £ ds(107°),s™
0 0.0048 £ 2.9
10.3 0.00546 £ 1.7
15.5 0.00661 £ 2.1
20.7 0.00815 £ 2.7
25.9 0.00935 +£ 1.8

0.0012

0.0009

0.0006

0.0003

0.0000
0.0000

T T T T
0.0004 0.0006 0.0008 0.0010

[Hdapam],, M

T
0.0002

Figura 9.4 k.,s en la esterdlisis de NFA en
funcion de [Hdapam] a pH 9.73, CAPS 100
mM, 25°C. La linea continua representa el
ajuste de los datos. ko~ =1.58 + 0.24 M'is!

0.011 -
0.010
0.009
0.008 1 L
0.007 4 _—

0.006

4 0.005 - /
0004
0.003
0.002

0.001

0.000
0.0000

T T T
0.0015 0.0020 0.0025

[Hdapam] , M

T T
0.0005 0.0010

Figura 9.5 k.,s en la esterdlisis de NFA en
funcion de [Hdapam] a pH 10.15, CHES 100
mM, 25°C. La linea continua representa el
ajuste de los datos. k ox =2.54 £ 0.22M!s?
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Tabla 9.3 Dependencia de kys en funcion
de la concentracion del ligante en la
esterdlisis de NFA 0.04 mM a 25°C, pH

10.53, CHES 100 mM

[Hdapam]1,10™°M | kops £ ds(107%),s™
0 0.01009 £ 0.76
1.87 0.01226 £ 0.75
3.74 0.01462 £ 0.74
5.61 0.01614 £ 1.4
7.48 0.01738 £ 1.1
9.35 0.01802 £ 1.5

Tabla 9.4 Dependencia de kops en funcion
de la concentracién del
esterolisis de NFA 0.04 mM a 25°C, pH
10.68, CHES 100 mM.

ligante en |la

[Hdapam],10™M | kops * ds(107°),s™
0 0.01043 £+ 0.86
1.87 0.0125 £ 0.97
3.74 0.02083 £ 0.98
5.61 0.02479 £ 3.1
7.48 0.02896 £ 5.1
9.35 0.03357 £ 6.4

0.020 -
0.018 4
0.016
0.014 4
0.012 4

ﬁ‘wv 0.010 4

< 0.008 -
0.006

0.004

0.002

0.000
0.0000

T T T
0.0006 0.0008 0.0010

[Hdapam] , M

T T
0.0002 0.0004

Figura 9.6 k.,s en la esterdlisis de NFA en
funcion de [Hdapam] a pH 10.53, CHES 100

mM, 25°C. La linea continua representa el
ajuste de los datos. k "ox =7.18 £ 0.01 M''s™?
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Figura 9.7 k.,s en la esterdlisis de NFA en
funcidén de [Hdapam] a pH 10.68, CHES 100
mM, 25°C. La linea continua representa el
ajuste de los datos. k "ox =7.96 + 0.46 M'!s™
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Tabla 9.5 Dependencia de kqps €n funcion

de

la concentracion del

ligante en la

esterdlisis de NFA 0.04 mM a 25°C, pH
11.01, CHES 100 mM

[Hdapam], 10*M

kobs £ ds(107°),s™

0 0.015 £ 5.5
10.3 0.02766 £ 4.5
15.5 0.03976 + 13
20.7 0.04226 £+ 0.29
25.9 0.05052 + 0.28
31.1 0.05783 £+ 0.29

Tabla 9.6 Dependencia de kq,s en funcion

de

la concentracion del

ligante en la

esterodlisis de NFA 0.04 mM a 25°C, pH
11.28, CHES 100 mM

[Hdapam], 10™“M

kons £ ds(107%),s™

0 0.05309 + 0.24
1.979 0.06203 £ 1.0
3.958 0.06406 = 0.51
5.937 0.06596 + 1.3
7.916 0.07669 + 1.3
9.895 0.08371 £ 2.3

0.060 -
0.055 -
0.050
0.045 -
[}
0.040 - .
0.035 -
0,030 -
2 _m
~ i -
0.025 -
d
0.020 4 -
0.015 4
0.010
0.005 -
0.000 T T T T T T 1
00000 00005 0.0010 00015 00020 00025  0.0030  0.0035
[Hdapam] , M

Figura 9.8 ks en la esterdlisis de NFA en
funcion de [Hdapam] a pH 11.01, CHES 100
mM, 25°C. La linea continua representa el
ajuste de los datos. k "ox =13.67 £ 1.68 M's!

0.084 .
0.078 .
0.072 )
0.066 - " m
- B
0.060 -
0054 4—
0.048 -
 0.042
% 0,036 -
0.030 1
0.024
0.018 -
0.012 -
0.006 -
0.000 T T T T T
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0010
[Hdapam] , M

Figura 9.9 k., en la esterdlisis de NFA en
funcion de [Hdapam] a pH 11.28, CHES 100
mM, 25°C. La linea continua representa el
ajuste de los datos k "o =22.46 £ 1.5 M's™
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0.09

Tabla 9.7 Dependencia de ko en funcion oo o
de la concentracién del ligante en la 007 e
esterdlisis de NFA 0.04 mM a 25°C, pH = o4
11.45, CHES 100 mM L 005
[Hdapam], 10°M | kop, * ds(107),s*| ~°*]
0 0.058 % 10
1.97 0.06331 * 6.9
3.94 0.07049 * 0.11 | | | | |
5.91 0.07502 = 9.1 R T
o 007978 % 0.4 Figura 9.10 k., en la esterdlisis de NFA en
o 008521 = 64 funciéon de [Hdapam] a pH 11.45, CHES 100
mM, 25°C. La linea continua representa a k "o
=27.55 + 3.4 M'is™?
Tabla 9.8 Dependencia de kqps €n funcion 020 ..
de la concentracién del ligante en la 2 I .
esterélisis de NFA 0.04 mM a 25°C, pH
11.72, CHES 100 mM

[Hdapam], 10™“*M

kobs £ ds(107%),s™

0 0.166 + 12
1.979 0.1683 = 5.9
3.958 0.1745 = 3.7
5.937 0.1751 £ 7.9
7.916 0.1949 + 8.4
9.895 0.198 £ 6.1

0.08

0.06 —

0.04

0.02

0.00
0.0000

T T T
0.0006 0.0008 0.0010

[Hdapam], M

T T
0.0002 0.0004

Figura 9.11 k., en la esterdlisis de NFA en
funcion de [Hdapam] a pH 11.72, CHES 100
mM, 25°C. La
ajuste de los datos. k "ox =34.7 £ 3.9 M'ls™

linea continua representa el
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Tabla 9.9 Dependencia de kqps €n funcion 016
de la concentracién del ligante en la 0.14 '
esterolisis de NFA 0.04 mM a 25°C, pH 012-
11.82, CHES 100 mM 0104
o]
[Hdapam], 10°M | Kops £ ds(107),s? < oo
0 0.1138 £ 4.3 004
1.97 0.1202 £ 3.0 0024
3.94 0.1393 £ 4.1 , , , , ,
5.91 0.1428 £ 2.3 o o O.OOM[Hdapacr)ﬁj:,o e;/I o o
7.88 0.1473 £ 4.7
9.85 0.1509 + 5.3 Figura 9.12 k., en la esterolisis de NFA en

funcion de [Hdapam] a pH 11.82, CHES 100
mM, 25°C. La linea continua representa el
ajuste de los datos. k "ox =39.2 £ 6.2 M'!s™?

Tabla 9.10 Constantes de oximindlisis aparentes, k'ox, a
diferentes valores de pH en la hidrdlisis de NFA 0.04 mM.
CAPS o CHES 100 mM, 25°C en 10% de metanol en agua.

pH k'ox £ ds, Mis?!|pH kK'ox £ ds, Mist
9.73 | 1.58 £ 0.24 11.28 1 22.46 £ 1.5
10.15|2.54 £ 0.22 11.45|27.55 £ 3.4
10.53|7.18 £ 0.01 11.72|34.7 £ 3.9
10.68 | 7.96 + 0.46 11.82|39.2 £ 6.2

11.01 | 13.67 £ 1.68

Con estos valores de kox' se puede determinar la constante de oximindlisis

independiente del pH, kox, de acuerdo a la Ecuacién 7.

’ k 4
k ox = —m Ecuacion 7

Ka
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Los datos de kox “en funcidon del pH dan una curva sigmoidal (Figura 9.14) la cual
se podria ver completa, si se pudiera trabajar a pH mayores. Sin embargo, a pesar
de que sdlo se cuenta con un poco mas de la mitad del perfil sigmoidal (porque las
reacciones son demasiado rapidas para la técnica que se usd para medirlas), el
ajuste mostrado en la Figura 9.14 (datos de la Tabla 9.10) es razonablemente
bueno y se obtienen como pardmetros un valor de pK, de 11.48+0.05 y una
constante de oximindlisis, kox, de 56 £ 3 M!s™l, Este valor de k., €s muy confiable

pues es el resultado de una serie de variaciones de concentracién y pH.

45 4
PK, 11.48+0.05
40 k,, 56+3

35

30

25

11
S

204

15

10

0 T T T T T T T T T T T T 1
96 98 100 102 104 106 108 11.0 11.2 114 116 118 120

pH

Figura 9.14 Determinacion de la constante de oximindlisis, k,x para Hdapam hacia el
sustrato NFA. Datos de la tabla 9.10. La linea continua muestra el ajuste a la ecuaciéon 29
del apéndice. kox = 56 = 3 M's? y pK, = 11.48 + 0.05

Asi, se puede calcular la constante de rapidez observada, debida al anidén oximato

dapam’ a cualquier valor de pH empleando la Ecuacién 8:
kops = (56 M~1s™1)[dapam™] Ecuacion 8

El valor del pK; cinético también es muy confiable por la misma razén, aunque es
necesario mencionar que a medida que aumenta el pH el error en la determinacion

de los valores de kops €S mayor.
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Si incluimos estos valores para Hdapam en la Figura 3.5 (coordenadas de
Brgnsted, Figura 9.15) y la comparamos con otras oximas que se sabe se
comportan como a-nucledfilos, se observa que efectivamente Hdapam pertencece
a este grupo de nucledfilos y cae dentro de la zona de nivelacién de la reactividad

que se observa para otras oximas.

224

2.0

1.8 ms W7 T w13

m5 [ J
1.6 - .g.f(\
1.4 m3

1.2 4

2
1.0 4

logk

0.8 4
0.6 4

044  m1

0.2 4

0.0 T T T T T T !

pK

a

Figura 9.15 Comparacion de la reactividad de la oxima Hdapam con otras oximas (Figura

3.5) en las coordenadas de Brgnsted.

Finalmente, si analizamos estos resultados en términos de las especies presentes
en disolucion, todo indica que la especie dapam’, proveniente de la desprotonacion

de Hdapam que tiene un pK, de 11.48, es responsable de la hidrdlisis del NFA.

Para ejemplificar este analisis, se tomaran los valores de ke de la Figura 9.2 a
concentracion fija del ligante, 0.1 mM, en funcién del pH. Primero, se calcula la
concentracion del anidn dapam™ del diagrama de especiacion (Figura 9.16)
empleando el valor del pKy y los valores de pK, obtenidos a partir de los estudios
potenciométricos y espectofotométricos. Luego, se sobreponen los datos de

cinética con el diagrama de especiacidon para dapam’.
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Figura 9.16 Diagrama de especiacién en funcion del pH, calculado para [Hdapam], 0.1

mM. Determinado con el pK, de Hdapam en el programa HySS 2009.

0.028

- 6.0x10°
0.024 |

0.020 -
- 4.0x10°
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[dapam]
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0,008 4 2.0x10
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0.000 0.0

9.0 9.5 10.0 105 11.0 115
pH

Figura 9.17 Constantes de rapidez observada en la hidrdlisis de NFA funcion del pH. Los
puntos corresponden a los valores de k. (tomados de la Figura 9.1). La linea continua
representa la distribucidon de la especie [dapam’] en funciéon del pH, para [Hdapam], = 0.1
mM y pK, =11.48. La distribucion de especies fue obtenida a partir de las constantes de la

Tabla 8.3 con el programa Hyss 2009.

La Figura 9.17 muestra, la concentracidn de la especie dapam’ calculada para

Hdapam 0.1mM de en funcidon del pH (eje derecho, linea continua) sobrepuesto
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con las constantes de rapidez corregidas, ke €n s' tomadas de la Figura 9.17
(eje izquierdo, puntos). De esta grafica lo que resulta evidente es que hay una
correlacion entre las constantes de velocidad obtenidas y la concentracién del

anion oximato.

Posteriormente, se calculan las concentraciones exactas molares exactas del anion
oximato a partir de la distribuciéon de especies, [dapam’], a los valores de pH
empleados para las determinaciones cinéticas y se grafican las constantes de
rapidez obtenidas en funcion de la concentracion del anidon oximato calculada: kcorr
en funcion de [dapam’], Figura 9.18. Como puede observarse esta dependencia es
lineal, lo cual comprueba que la reaccidon es de primer orden para el anion oximato
y la pendiente nos da el valor de la constante de segundo orden para el anién
oximato libre, kox= 56 Ms!, que concuerda con la constante obtenida de la
dependencia del pH, Figura 9.14 y con la estimacion de kox usando la Ecuacion 4
modificada a partir de estos mismos datos cinéticos, kox 48 Mist,

0.030 4
0.025 4

0.020 -

" 0015 - o

kCOrr
A

0.010 //

0.005 +

0.000

T T T T T T
0.0 1.0x10° 2.0x10° 3.0x10°  4.0x10° 5.0x10° 6.0x10°

[dapam], M

Figura 9.18 k., en funcién de la concentracién de [dapam’]. Los valores de [dapam]

fueron calculados desde la distribucion de especies (Figura 9.16). kox= 56 M's™,

Estos resultados son congruentes con el mecanismo de ruptura del NFA propuesto

en la literatura para otras piridin oximas, [Breslow 1965, Suh 1992, 1984,
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Yatsimirsky 1992, 1998], Figura 9.19. En este mecanismo, hay tres etapas

principales:

1. La desprotonacién de la oxima para dar el anidon oximato

2. El atague nucleofilico del aniéon oximato al carbono carbonilico éster NFA,
con la consecuente ruptura del éster que da como productos la oxima
desprotonada dapam acetilada y p-nitrofenol.

3. La hidrdélisis del grupo acilo que se queda unido al oximato

Como para todos los experimentos realizados se observa la liberacion de un
equivalente de NF (0.04 mM), la ruptura del sustrato es completa incluso cuando
dapam’ se encuentra a una concentracién de 10> M, y la ruptura de NFA sucede
bajo un régimen catalitico, donde la velocidad de desacilacion de la oxima,
posiblemente asistida por OH", es tan rapida que se regenera el nucledfilo y puede

hidrolizar otra molécula de sustrato.

a
rrl = I
1) o” “OH o ~o
HzNj\) HZNY
(0] (0]
(0]
N /U\O X
& | 0
N ~
A — XU s
(0] ~o° O’N N\O/lk
2) HzNj\) NO, HZNj\) NO
2
0 o]
® [
~
I N | o | i |
_N N CH4,COOH
0 \O/U\ —_— O’N N\O» + 3
3) HZNW) & HZNW)
(e} (6] (0]

—
H H

Figura 9.19 Mecanismo de ruptura del NFA propuesto en la literatura. [Breslow 1965,
Suh 1992, 1984, Yatsimirsky 1992, 1998].
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Comparacion de la reactividad con el ligante disustituido Dapydam.

También se hizo un estudio que demostrd que el ligante que se obtiene de la doble
sustitucion de la 2,6-diacetilpiridindioxima con la 2-bromacetamida, Dapydam, no
presenta reactividad esterolitica hacia NFA. Esto es ldgico ya que no tiene en su
estructura un grupo que sirva como nucledfilo. Los resultados obtenidos al variar
la concentracion de Dapydam a pH 10.9 se muestran en la Tabla 9.11 y Figura
9.20. De aqui resulta claro que no hay una dependencia de kons €n funcidn de la
concentracion de Dapydam, por tanto la hidrolisis corresponde Unicamente a la
contribucion del medio. En conclusién el ligante Dapydam no tiene reactividad

esterolitica

0.0030 ~

0.0025 L

0.0020 ~

Tabla 9.11 Dependencia de ko, €n

‘0 0.0015
o

funcion de la concentracion de s
Dapydam en la esterdlisis de NFA 0.0010 4
0.04 mM en 10% de metanol en

agua a pH 10.9, CAPS 50 mM, 25°C.

0.0005 +

0.0000 T T T T
0.0 3.0x10™ 6.0x10™ 9.0x10™

[Dapydam], M
[Dapydam], M | Kk ops, S Figura 9.20 Dependencia de kqs en funcion de la
0 2.52 E-3 concentracion del ligante Dapydam en la esterdlisis
2E-4 2.67 E-3 de NFA. Condiciones de la tabla 10.3
4 E-4 2.32 E-3
6 E-4 2.48 E-3
8 E-4 2.35 E-3
10 E-4 2.38 E-3
12 E-4 2.66 E-3
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Estudios cinéticos de la esterdlisis de NFA en presencia de Hdapam

catalizada con cationes metalicos

Se estudid la reactividad esterolitica de Hdapam en presencia de varios cationes
divalentes, como Mn(II), Ni(II), Co(II), Cu(II), Zn(II) y Cd(II), con los que se ha
observado un efecto catalitico con otras oximas [Yatsimirsky 1998, Gdmez-Tagle
2013] primero a una concentracién fija del ligante, Hdapam 0.1 mM y a pH 7.0,
pensando que al coordinarse el catidon acidifica a la oxima y se ha observado que
disminuye su pK, por 2.5-6.5 unidades dependiendo del cation metaélico;
evidentemente el valor de pH 7.0 no es el dptimo para ninguno de los cationes
metalicos, sin embargo es necesario evaluar si existe un efecto catalitico. Los
experimentos se realizaron variando la concentraciéon del cation entre 0.01-0.1
mM, fijando el pH con MOPS 100 mM, en un medio con 10% metanol acuoso a 25
°C. Las disoluciones de todas las sales de los metales divalentes fueron
estandarizadas por complejometria y analizadas por absorcion atdémica para

asegurarse que la concentracidon de metal anadida fuera la deseada.

Las Figuras 9.21 A-G muestran la dependencia de kos €en funcién de la
concentracion del catién metalico para 6 cationes en el orden: Co(II), Mn(II),
Cu(II), Ni(II), Zn(II) y Cd(II). De aqui podemos ver que: todos estos cationes
metalicos, con la excepciéon de Ni(II) catalizan la esterdlisis de NFA; como la
dependencia es lineal, la reaccion a estas condiciones es de primer orden y la
pendiente de la recta nos proporciona una constante aparente kwox’ @ pH 7.0. El
orden de reactividad observado a este pH es:
Co(II) < Cu(II) < Mn(II) < Zn(II)<<Cd(II)

Por lo tanto, se puede pensar que los cationes que catalizan mas eficientemente la
esterdlisis de NFA son Zn(II) y Cd(II), aunque no se haya trabajado a un valor de
pH Optimo para cada cation metalico.

Esto puede deberse a varias razones: a que no se formen complejos igualmente

estables con todos los cationes metadlicos, que el ligante se coordine por el atomo
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de oxigeno del anién oximato bloqueando el centro nucleofilico, a que no se esté
trabajando a un pH o6ptimo para cada catidon metalico, etc. Sin embargo, para el
alcance de este trabajo se decidid que era mas importante detallar los sistemas
con Zn(II) y Cd(II) que tienen una reactividad mayor a la de los otros cationes,

ademas de se han reportado grandes efectos cataliticos de estos cationes en la

ruptura de NFA.
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Figura 9.21 k., en funcién de la concentracion del catién a pH 7.0, MOPS 100 mM, 10%

T T T |
2.0x10° 4.0x10° 6.0x10° 8.0x10°
[Cd(CIO),] M

de metanol en agua, 25°C, para los seis cationes divalentes. A. Co(II) k ox= 0.36 M* s7%,
B Mn(II) k' ox= 0.67 M! 571, € Cu(Il) k" ox= 0.49 M! s'1.D. Ni(II) no tiene efecto catalitico.
F. Zn(II) k"ox= 1.12 Mt s}, G. Cd(II) k' ox= 41.68 M! 57!

En el caso de Cu(II), Co(II) y Mn(II) la disolucién se colorea muy ligeramente,
verde, rojo y amarillo respectivamente, antes de agregar el sustrato, por lo que su
estudio cinético se complica pues interfiere en la longitud de onda a la que se

monitorea el NF (400 nm).

Para descartar que la razén de no observar un efecto catalitico esté relacionada
con haber trabajado a un pH lejos del éptimo para cada cation, se varid el pH a
una concentracion 0.1 mM de Hdapam en relacién equimolar para cada catidn
(Figura 9.22) hasta donde se observo precipitacién del hidréxido metélico. Lo que
se observa es que el efecto de los cationes Mn(II), Co(II), Ni(II) y Cu(II) sdlo
sobrepasan ligeramente la hidrdlisis alcalina mientras que para Cd(II) y para
Zn(II) se observa un valor de constante de rapidez corregida entre 100 y 10 veces
mayor, respectivamente, a la hidrdlisis alcalina de NFA. Las curvas esperadas son
sigmoidales si la especie activa es el complejo 1:1 desprotonado, debe observarse
un punto de inflexién en el valor de pK, del complejo. Para Cd(II) se observa

aproximadamente en pH 8.7, para Zn(II) aparentemente esta en pH 8.5 y con los
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demas cationes metalicos no se alcanza a observar antes de que precipite el
hidréxido del metal. Esto puede deberse a que la constante de formacién entre el
ligante y el cation metalico es pequefa y la fraccidon que estd complejada no es
suficiente para prevenir la precipitacion a pH por debajo de 9.0. Sin embargo, con
los cationes Cd(II) y Zn(II) no se observa precipitacion en un intervalo mas amplio
de pH lo cual permite obtener mayor informcion del sistema y lograr mayores

efectos cataliticos.

0.00055

0.008 w
0.00050
Yo Zn(ll
00077 //' 0.00045 4 A Cu((ll))
= Cd(ll) 0.00040 O Mn(ll)
0.006 - - 7
/ < Co(ll)
/ 0.00035 - o Ni(ll)
0.005 - ./ oH
. 0.00030
- / ‘v
cnl 0.004 4 / = 0.00025
g / x°
X /
0.003 - / 0.00020
/ 0.00015 -
0.002 4 /
0.00010 -
0.001 - "
= 0.00005 A
- = = A by
0.000 T T T T T T T 0.00000 = - 1
6.5 7.0 75 8.0 85 9.0 9.5 6.5 7.0 75 8.0 8.5 9.0
pH pH

Figura 9.22 k. €n funcion del pH para Hdapam 0.1 mM con 0.1 mM de metal A)
para Cd (II) y B) para Mn(1II), Ni(II), Co(II), Cu(II), Zn (II).
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10. Constantes de formacion de los complejos Hdapam con Cd(II) y
Zn(II)

Ya que la reactividad esterolitica del ligante Hdapam mostré los mayores
incrementos en presencia de los cationes Zn(II) y Cd(II) (Figura 9.21), resulta
interesante y necesario investigar cuales son las especies presentes en disolucion
para analizar posteriormente la reactividad observada en funcion de estas

especies.

Para determinar las constantes de formacion de los complejos de Zn(II) y Cd(II)
con Hdapam en disolucion acuosa se realizaron titulaciones a diferentes
condiciones (concentracién y relacion metal:ligante) empleando tres técnicas

diferentes: RMN 'H, potenciometria y espectrofotometria.

RMN 'H

Se determinaron las constantes de asociacion de Hdapam con ambos cationes,
Cd(II) y Zn(II), mediante resonancia de protén en una mezcla de 25% de MeOD
en DO a pH 3.77 en presencia de MES 25mM como amortiguador. Dado que a
este pH el ligante se encuentra totalmente protonado, estas titulaciones nos
permiten evaluar las constantes de asociacion del catién metalico con el ligante
protonado, ya que es el unico equilibrio presente; ademas, nos permite analizar si
el cation metdlico se coordina a todos los grupos, pues se espera que los
desplazamientos quimicos se modifiquen mas para los grupos que estdan mas
cercanos al sitio de coordinacion. En las Figuras 10.1 y 10.2 se muestra como
ejemplo una secuencia de espectros de RMN 'H del ligante titulado con el metal
para el caso de Cd(II): las sefales de los protones de la piridina (Figura 10.1) y de
los grupos metilo (Figura 10.2) titulados hasta la adicion de 3 equivalentes del
cation metdlico. En ambos casos se observa que hay un desplazamiento de las
sefales hacia campo bajo por efecto de coordinacion con el cation metalico, por lo

tanto tanto los grupos oxima como el nitrégeno de la piridina deben coordinarse a
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pesar de que el ligante sea neutro; esto es importante porque se esperaria que la
coordinacién sea mucho mejor con el ligante en su forma anidnica. Las sefiales del
grupo metileno no se pudieron emplear pues estan muy cercanas a la sefial del

agua y el error en el ajuste es grande y las sehales de la amida no se observan.

En el caso de la titulacion con Cd(II) las senales de los protones piridinicos, Figura
10.1, se puede observar que al alcanzar la concentracidn equivalente de Hdapam
se definie claramente un doblete que integra para dos protones y un triplete que
integra para uno (espectro 19), estas sefales se van definiendo al formarse el
complejo ya que la estructura toma una geometria mas rigida, con menos giros y
grados de libertad. En el caso de los metilos y metilenos parecen solo sufrir un
desplazamiento quimico a campo mas bajo, esto porque al formarse el complejo
se necesita mayor energia para hacer el cambio de espin de los protones. En el
caso de Zn(II), Figura 10.3, se puede observar un comportamiento similar para los
metilos aunque las sefiales son mas anchas y tienen menor definicion. Para Zn(II)

no se muestran los protones de la piridina ya que tampoco se definieron bien.

Volumen
Agregado de
Cd(1I)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
835 830 825 820 815 810 805 B0 785 790 785 780 775 770 765 760 755 750 745
1 (ppm;

Figura 10.1 Espectros de la titulacion por RMN 'H de Hdapam 2.5mM con Cd(II) 1.0 M en
D,0, a pH 3.77 (MES 25 mM) en 20% de MeOD en D,0. Regién de los protones

piridinicos.
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e/ /:\\ o /\7 - ,lN N
Volumen I S ) °
Agregadode
cdm o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
245 2.43 241 2.39 237 2.35 233 231 2.29 2.27 2.25
f1 (ppm)

Figura 10.2 Espectros de la titulacidon por RMN 'H de Hdapam 2.5mM con Cd(II) 1.0 M en
D,0 a pH 3.77 (MES 25 mM) en 20% de MeOD en D,0. Region de los protones de los

metilos.

Volumen
Agregado de
Zn(II)

2.49 247 2.45 243 241 2.39 2.37 2.35 2.33 231 2.29 227 2.25 223 2.21
f1 (ppm)

Figura 10.3 Espectros de la titulacidon por RMN 'H de Hdapam 2.5mM con Zn(II) 1.0 M en
D,0 a pH 3.77 (MES 25 mM) en 20% de MeOD en D,0. Region de los protones de los

metilos.

El desplazamiento de las sefiales se empled para hacer un ajuste no lineal en
funcidn de la concentracion del catién metalico usando un modelo de una isoterma

de enlace 1:1 (ver Apéndice, ecuacion 32) obteniéndose buenos ajustes. Para la
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titulacién con Zn(II) el valor de la constante de formacién es muy pequeia lo cual
se debe a que el ligante estd totalmente protonado, Kw.= 113 £ 2 M, Figura
10.4. La constante de formacion para Cd(II) a ese valor de pH es tres veces

mayor, pero también es pequefia, Kuw.= 331 + 6 M}, Figura 10.5.

2.36

3, ppm

0.00 O.E)l 0.;]2
[Zn(CI0,),], M

Figura 10.4 Titulacién de Hdapam pH 3.77 con Zn(II) 1.0 M en D,0. Desplazamiento en
funcidn de concentracién afiadida Ky.= 113 M™* + 2.

2.40 -
2.38 - "
2.36

2.34 4

2.324 /

— -1
h K, =331 M

8, ppm

2.30 4

/
2284/

2.26 T T T T
0.0000 0.0025 0.0050 0.0075 0.0100

[Cd(CIO,),], M

Figura 10.5 Titulacién de Hdapam pH 3.77 con Cd(II) 1.0 M en D,0. Desplazamiento en
funcion de concentracion afiadida Ky .= 331 M+ 6.
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Espectrofotometria

En la primera parte, se realizaron titulaciones espectrofotométricas a
concentracion de ligante y pH fijos. El pH lejano al pK, del ligante, para asegurar
gque Hdapam estuviera neutro. Asi se determinaron las constantes de asociacion
entre el ligante neutro y los cationes metalicos, de acuerdo con la Figura 10.6. Se
empled como titulante una disolucidn concentrada y estandarizada del perclorato
del cation metalico en agua, se fijo el pH empleando como amortiguadores MOPS o
MES 100 mM (que no forman complejos con Zn (II) o Cd(II)) y se empled un

medio con 10% de metanol acuoso a 25°C.

De acuerdo a la Figura 9.22, el efecto catalitico con Cd(II) empieza a aparecer a
pH mayor a 6.5 y con Zn(II) a pH mayor a 7.0. Por lo tanto, si se trabaja a pH 5.0
para Cd(II) y 6.9 para Zn(Il) las especies que deberian existir en disolucién son:

el ligante libre, el catién metalico y el complejo 1:1 con el ligante protonado.

En las Figuras 10.7 y 10.8 se muestran titulaciones espectrofotométricas para
Cd(II) y Zn(II), respectivamente, las cuales muestran el cambio de la absorbancia
a pH fijo conforme se va adicionando la disolucion estandarizada del catién
metalico. Se puede observar que en ambos casos, se incrementa la absorbancia
conforme se adiciona del catidn metalico. El analisis de estos espectros a varias
longitudes de onda permite calcular las constantes de formacién, a estas

condiciones, para ambos cationes metalicos.

® B
~ ~
Vi N | N — B N
o “OH  —-— Mo on
Oﬁ) L
B N
%
NH, o” q,

Figura 10.6 Equilibrio de formacién del complejo entre Hdapam y M?*
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zZn(Clo)),

0.5+

0.0+

T T T T T T T T T T T T T T T
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A (nm)

Figura 10.7 Titulacidn espectrofotométrica de Hdapam 1.0 mM con Zn(ClO,4), 81.0 mM.
MOPS 100 mM, pH 6.9, 10% de metanol en agua, 25°C, Ns.

0.15 |

0.10

Abs

cd(clo)

0.05

T T T T T T 1
250 300 350 400

Figura 10.8 Titulacion espectrofotométrica de Hdapam 0.1 mM con Cd(ClO4), 100 mM.
MES 100 mM, pH 5.0, 10% de metanol en agua, 25°C, N».

Como primera aproximacién para analizar estos datos, se graficaron los valores de

absorbancia a varias longitudes de onda (cercanas a los maximos de absorcion) en
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funcién de la concentracién total adicionada del catién metdlico y estos datos se
ajustaron a un modelo en el que se forma un complejo metal:ligante de
estequiometria 1:1. Este equilibrio se puede expresar por medio de la Ecuacion 7

en donde se omiten las cargas para mayor claridad

[ML]

L Ecuacion 7

M+ L« ML Ky =

En principio, estas tres especies pueden contribuir a la absorbancia de la
disolucion a cada longitud de onda, Ecuacién 8. Sin embargo, a las condiciones de
trabajo, se puede considerar que la contribucion del catidn metdlico a la

absorbancia, Absm, es cero a las longitudes de onda analizadas.

Absi= Absm + Abs .+ Absm. Ecuacion 8

El ajuste de los datos de la concentracién total de la sal del cation metadlico
agregado, [Zn(ClO4)2]0 6 [Cd(ClO4)2]o, en funcidon de la absorbancia a cierta
longitud de onda, se hizo mediante un ajuste no lineal en Origin a una expresion
en la que se consideran el balance de masa para el cation metalico como funcién
de la concentracion total del catidon metdlico: Ecuacidn 9 [Schneider, Yatsimirsky
2000], en donde Abs, es la absorbancia del ligante a esa longitud de onda; Agm.-L
es la diferencia en el coeficiente de absortividad molar del complejo y el ligante;
[L]o es la concentracién del ligante; [M]o es la concentracion del metal y Ky, es la

constante de equilibrio de formacion del complejo (ver Apéndice).

Kmr

Abs = Abs, + 0.54ey,_, <[L]0 + [M] + — — \/[[L]O + [M]o + KLML]Z ~ 4[L]0[M]0)

Ecuacion 9

En la Figura 10.9 se muestra un ejemplo de los ajustes realizados a varias
longitudes de onda empleando los datos de absorbancia a una longitud de onda de

310 nm en la titulacién de Hdapam con Zn(II), y los resultados de los ajustes a
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otras tres longitudes de onda para Cd(II) y Zn(II) se resumen en la Tabla 10.1. En
estas titulaciones se observa que, efectivamente, sélo estd presente un equilibrio
de formacién (Figura 10.6). Los valores de las constantes de formacidon son
mayores para Cd(II) que para Zn(II) y concuerdan razonablemente con los
obtenidos mediante RMN *H.

0.32 -
-
0.30 o

0.28 o

2 0.26 -
12}

T

0.24

0.22

0.20
0.000

T T 1
0.005 0.010 0.015

[Zn(CI0,),}, M

Figura 10.9 Ajuste de los datos a 310 nm de la titulacién espectrofotométrica de Hdapam
1.0 mM con Zn(ClO4), 81 mM. MOPS 100 mM, pH 6.9, 10% de metanol en agua, 25°C,

N>. La linea continua muestra el ajuste a la Ecuacién 9.

Tabla 10.1 Constantes de formaciéon de Hdapam con Cd(II) y Zn(II)

A, NM Cd(ClO4)2 (pH=5) | Zn(ClO4), (pH=7)
Kw. £ ds Kw, £ ds
268 247+ 12 805
285 341 £ 13 853
310 374 £ 16 94 + 4
335 410 £ 18 132 £ 6
Promedio 343+ 18 98 £ 6

Log KmL 2.531+0.03 1.99+0.04

Sin embargo, se observa cierta tendencia en las constantes a aumentar a mayores
longitudes de onda lo cual podria reflejar la presencia de un equilibrio adicional.

Por esta razon, el ajuste de los mismos datos se realizé en Hyperquad (partiendo
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del valor obtenido en Origin) ya que este programa permite hacer iteraciones
simultaneas a todas las todas las longitudes en el intervalo 230-340 nm. El ajuste
en Hyperquad (Figura 10.10) fue bueno para Cd(II) y nos dio un valor de log Kw.
de 2.98. Para Zn(Il) el ajuste no fue tan bueno, posiblemente porque al trabajar a

un mayor valor de pH (7.0) puede existir una mayor fraccién desprotonada del

complejo que contribuye de forma diferente a la absorbancia de la disolucion.
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Figura 10.10 Ajuste de los datos de la titulacién espectrofotométrica de Hdapam 0.1 mM

con Cd(ClO4), 100 mM. MES 100 mM, pH 5, 10% de metanol en agua, 25°C, N,.

El resumen de las constantes de formacion del ligante neutro con Zn(II) y Cd(II)

obtenidas por titulaciones espectrofotométricas y por RMN 'H se muestran en la

Tabla 10.2, y corresponden a la formacion de complejos 1:1 para ambos cationes.
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Tabla 10.2 Constantes de formacién de Hdapam neutro
con Cd(II) y Zn(II), 25°C, 10% metanol en agua.

’ - KML
Tecnica
Cd(11) Zn(1I)
Espectrofotometria | 343+29 95+6
RMN H 33146 11342
Promedio 337+18 1056

11. Determinacion del pK, de los complejos de Hdapam con Cd(II)
Yy Zn(II)

Para determinar los valores de pK, de los complejos de Hdapam con Cd(II) y
Zn(II) es necesario titular una mezcla en la que previamente se forme el complejo
y se vaya desprotonando con la adicién NaOH. Esto puede monitorizarse mediante
espectrofotometria, registrando el espectro de UV-vis a cada valor de pH o bien
mediante potenciometria, registrando el valor de pH a cada adicién de NaOH. El
intervalo de concentraciones que resulta adecuado para ambas técnicas es
diferente, 10-100 veces mas concentrado para potenciometria, y por lo tanto el

grado de formacién del complejo es diferente.

Espectrofotometria

Se hicieron titulaciones espectrofotométricas de mezclas equimolares del ligante y
del catién metdlico en concentracion 0.1 mM vy se titularon con NaOH
estandarizada 0.56 M. Se registraron los espectros a cada pH y luego se
obtuvieron, para diferentes longitudes de onda, curvas del cambio de la
absorbancia en funcion del pH. Estas curvas se ajustaron empleando la Ecuacion 4
para obtener el valor de pK, de los complejos. En las Figuras 11.1 y 11.2 se
muestran ejemplos de estos ajustes a una longitud de onda de 285 nm, de donde

el valor de pK, para el complejo de Zn(II) es de 7.96+0.20 y para el complejo de
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Cd(II) es de 9.01+0.10. Esto concuerda con lo mencionado en la seccién anterior:
a pH 5.0 el complejo de Cd(II) se mantiene totalmente protonado mientras que a

pH 7.0 el 10% del complejo de Zn(II) ya esta desprotonado.

0.65

0.60 - /
/

0.55 4 /

0.50 - /‘
0.45 /
0.40 1 !

0.35 4

Abs,

T T T T T T T 1
5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 75 8.0 85 9.0
pH

Figura 11.1 Ajuste de los datos de la titulacién de Hdapam y Zn(ClO,), 0.1 mM con NaOH
0.56 M en 10% MeOH, 25°C, N,. La linea continua muestra el ajuste a la Ecuacion 4. pK,
=7.94+ 0.02

0.20 4 /

0.15

286
L

%)
9 0.104

<
0.05 ./

0.00

Figura 11.2 Ajuste de los datos de la titulacién de Hdapam y Cd(ClO,4), 0.1 mM con NaOH
0.56 M en 10% MeOH, 25°C, N,. La linea continua muestra el ajuste a la Ecuacion 4. pK;
=9.03+£0.02
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En la Tabla 11.1 se rednen los valores de pK; determinados a diferentes longitudes
de onda para Cd(II) y Zn(II). Se observa que la diferencia al cambiar la longitud
de onda es pequena y los valores promedio son 9.01+ 0.06 para el complejo de
Cd(II) y 7.96% 0.05 para el complejo de Zn(II).

Tabla 11.1 Logaritmos de las constantes de acidez de los
complejos de Hdapam con Cd(II) y Zn(II) obtenidos de

datos a diferentes longitudes de onda

%, nm | CdHdapam®* | ZnHdapam**
pKaML + ds pKaML + ds
270 9.01+ 0.02 | 7.96 £ 0.01

285 9.03+ 0.02 | 7.94 £ 0.03
310 9.03 £ 0.02 | 7.96 = 0.02
350 8.96 £ 0.05 | 7.98+ 0.04
Promedio | 9.01+ 0.06 | 7.96% 0.05

Potenciometria

Se hicieron titulaciones potenciométricas preparando disoluciones que contenian
una mezcla del metal y ligante en relacion 1:1 a una concentracion 2.5 mM y se
titularon con NaOH estandarizado, pero fue necesario usar un 20% de metanol en
la disolucién para garantizar la solubilidad del ligante en el medio. Al final de la
titulacion se observa un precipitado del hidroxido del catién metalico, por lo que
los datos se analizaron hasta donde no se observa precipitacién. El analisis se hizo
en Hyperquad empleando como parametros conocidos el pKy y el pK, de Hdapam
determinados anteriormente, y se calcularon los valores de constante de
formacién de los complejos 1.1 metal:ligante. Los resultados se resumen en la

Tabla 11.2 junto con los resultados obtenidos de espectrofotometria.

En las Figuras 11.3 y 11.4 se muestran los ajustes de Hyperquad para las
titulaciones potenciométricas de mezclas del ligante Hdapam 2.33 mM con Cd(II) y
Zn(II) 2.5mM tituladas con NaOH estandar 0.211 M.

93



B Manusl fitting of petentiometric data [E=3E5R |
o Colocobond al
M Pt | | g ——
‘ € Coscade Beplot | ous | | [118 nooRon
s vaitie
Show [;
p— © ol & Voluma
wwl Lot cuvera 1 MSXDU|
Betnr | Mookt slects | w project port B8 Tire 455
4898 Bowwn 8 | adtResgm | Fanoy o
H V00
Fomula  Logbela Hdspan Cd M v
Hy RELY o 0 1 consten o "
MigpamH 115 1 0 1 conan
HaapamCa 5414349 1 1 0 refne e 9925
3 waapanca 179
& \
. \
Al
Cuvelabel MSXDU[  siration cun ve FAA
Iriial vokmedml 10 & ‘J
%
Volme suar 01001 Addove s § /
Elechiode neme ghaii Fi \
& / \ 20
& i \
;-' /
..... / 0
{
2 L =
Oba-cale gH 1or selected dala, ma=2 0184
02
o0 T IPPRRRTRTIITI S |
02
00 02 04 o8
tire volume

Figura 11.3 Ajuste de la titulacion potenciométrica de Hdapam 2.33 mM y Cd(ClO,), 2.5
mM en Hyperquad (imagen de pantalla al hacer el ajuste). NaOH 0.211 M, NaCl 100 mM,

25°C, bajo flujo de N, 20% de metanol.
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Figura 11.4 Ajuste de la titulacion potenciométrica de Hdapam 2.33 mM y Zn(ClO,), 2.5
mM en Hyperquad (imagen de pantalla al hacer el ajuste). NaOH 0.211 M, NaCl 100 mM,

25°C, bajo flujo de N, 20% de metanol.
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Tabla 11.2 Resumen de los logaritmos de las constantes de

disociacion acida para los complejos de Hdapam con Cd(II) y Zn(II)
PKa

Cd(1I) Zn(1I)

Técnica

Espectrofotometria
(10% MeOH/ agua)
Potenciometria
(20% MeOH/ agua)

9.01+0.10 | 7.96+0.20

8.84+0.35 | 7.59+0.5

En la Tabla 11.2 se observa que los valores de pKa obtenidos por
espectrofotometria y potenciometria difieren en sus valores. Esto se debe
principalmente a que en las determinaciones se usaron medios con diferentes
porcentajes de metanol 10 y 20%, pero la diferencia es razonable. En lo sucesivo,
se usaran los valores obtenido por espectrofotometria ya que los datos cinéticos
fueron obtenidos en este mismo medio.

En la Tabla 11.3 se resumen los resultados de los equilibrios presentes en la
disolucion como los logaritmos de las constantes acumulativas de formacién, log
B, calculados con los valores de: promedios de pK, s de Hdapam obtenidos por
potenciometria y espectrofotometria, las constantes de formacién de los complejos
obtenidas por la titulacién con metal seguidas por espectrofotometria y por
resonancia de protén. Con estos datos es posible calcular en Hyperguad los
valores del rengléon 5, Tabla 11.3, que corresponden a la constante de formacién
consecutiva para el complejo desprotonado. También de las (Figuras 11.3 y 11.4)
se puede analizar si existen otras especies, sin embargo y tal como se esperaba,

se observa la formacién de un sélo complejo 1:1 metal:ligante.
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Tabla 11.3 Logaritmos de las constantes de formacion
acumulativas (log B) para las especies en disolucién acuosa de la
Hdapam libre y de sus complejos con Cd(II) y Zn(II), a 25°C vy

fuerza idnica 0.1 M en 10% metanol en agua.

Especie Log
1 Cd(II) zn(II) H*
2 Hpdapam * 1.37
3 Hdapam 11.48
4 MHdapam®' 14.01 13.47
5 Mdapam® 5.00° 5.51°

6 MOH* -10° -9
2 Calculados usando los pK, de Tabla 11.2; ® Martell, A. Stability Constants.

Finalmente, a partir de los valores para las constantes de formacion acumulativas
de la tabla anterior se pueden calcular las constantes para los equilibrios
correspondientes a la formacién de las especies presentes en disolucion, Tabla
11.4. Aqui observamos que las constantes de formacién de los complejos son
mayores con el ligante anidnico que con el neutro. La desprotonacién del complejo
se asigna al grupo oximato pues lo valores de pK, de los complejos y de las
especies cinéticamente activas (seccion 10) coinciden y no existe otro grupo que

se desprotone en el intervalo de pH 6.5-9.5.

Al comparar las constantes de la Tabla 11.4 es claro, que el complejo metal-
oximato que se forma entre Cd(II) y dapam’ (renglén 2) es menos estable que el
de Zn(II) (renglén 5) lo cual puede deberse al tamafio y acidez del cation. Ademas
de que el complejo con Zn(II) es mas acido(rengléon 6) que el complejo con Cd(II),
(rengldn 3). Ambas situaciones deben verse reflejadas en la reactividad de los

complejos.
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Tabla 11.4 Constantes de formacién y acidez para los equilibrios de los complejos con
Cd(II) y Zn(II) a 25°C, 10 % MeOH y fuerza idnica 0.1 M,
Equilibrios de los complejos con Cd(II) y Zn(II) Log ku. PpKa,

1 Hdapam + Cd(ll) 5 CdHdapam?* 2.52
2 dapam~ + Cd(Il) S Cddapam* 5.00
3 CdHdapam?* § Cddapam® + H* 9.01
4 Hdapam + Zn(Il) S ZnHdapam?* 2.02
5 dapam™ + Zn(Il) S Zndapam™ 5.51
6 ZnHdapam?t ¢ Zndapam® + H* 7.96
12. Reactividad nucleofilica de Hdapam en presencia de Cd(II) y
Zn(II)

Efecto de Cadmio

Se estudid la dependencia de la rapidez de esterdlisis del NFA con respecto a la
concentracion de Cd(II) a diferentes valores de pH amortiguado (6.5-9.5),
concentraciones del metal entre 0.01-0.10 mM y concentracion fija de de Hdapam
0.1 mM, en una mezcla 10% de MeOH/agua, NFA 0.04 mM a 25 °C. Para ilustrar
el efecto catalitico del cation metdlico la Figura 12.1 muestra un ejemplo de dos
curvas cinéticas para la esterdlisis del NFA con Hdapam 0.1 mM, en presencia y
ausencia de Cd(II) 0.1 mM.

A continuacién se muestran, los resultados de la variacién de la concentracion de
Cd(II) a pH = 7.9, amortiguado con MOPS 100 mM, empleando Hdapam 0.1 mM,
en un intervalo de concentracién de Cd (II) de 0 a 0.14 mM. Se selecciond ese
valor de pH por dos razones: primero para asegurarnos de que la especie
Cddapam™ estuviera presente (pK, 9.04, Tabla 11.4) pero que no se encontrara
presente dapam”™ (pK,; 11.48, Tabla 11.3). Segundo, que los experimentos fueran
medibles, ya que las velocidades aumentan significativamente al adicionar el

catién y aun mas al aumentar el pH.
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Figura 12.1 Efecto catalitico de Cd(II) en la hidrdlisis de NFA 0.04 mM. Hdapam 0.1 mM,
pH = 7.9, MOPS 100 mM. (o) curva cinética y su ajuste integral de primer orden
(Ecuacidon 5) en presencia de Cd(II) 0.1 mM, kops = 0.024 s™*. (A) curva cinética y su
ajuste lineal en ausencia de Cd(II), kops = 0.000028 s™

Los datos de las curvas cinéticas obtenidas a diferentes concentraciones de Cd(II)
se analizaron en Origin para obtener los valores de kons usando la Ecuacion 5;
estos valores se resumen en la Tabla 12.1 y se grafican en la Figura 12.2. Es de
notar el gran incremento en la constante de rapidez que se observa en presencia
de Cd(II) comparada con la suma de las contribuciones del ligante en su forma
aniénica y el OH™ del medio a este pH (2.8x107 s™!). No se hacen correcciones de
kobs primero porque son muy pequefias y segundo porque es la misma para todos

los valores de concentraciones.

Tabla 12.1 Valores de k,,s obtenidos mediante el ajuste
integral para cinéticas de primer orden (Ecuacion 5)
hidrolisis NFA, Hdapam 0.1 mM, [Cd (ClO4),]o variable.

Cd(II), M| Kops, S* | Cd(II), M| Kops, S
0 2.8x10° | 8x10™> |2.05x107
2x10” | 7.4x10% | 1x10™* | 2.4x107
4x10™ |1.18x107 | 1.2x10™ | 2.6x107
6x10™ |1.71x1073| 1.4x10™ | 3.11x10°°
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Figura 12.2 Grafica de kq,s en funcion de la [Cd(ClO4);]o, @ pH = 7.9. Hdapam 0.1 mM,
MOPS 100 mM, en 10% MeOH/ agua, a 25 °C.

La Figura 12.2 nos muestra que la dependencia de la concentracidon del cation
metalico es lineal, por lo que aparentemente es de primer orden respecto al
complejo Cddapam™ (sblo se forma un complejo 1:1) con una constante de
reactividad de segundo orden de 21+1 M’s™ a este valor de pH.

Un aspecto adicional que es importante mencionar es que todas las curvas
cinéticas se ajustan bien a un modelo cinético de primer orden, incluso cuando se
usan concentraciones de Cd(II) menores a las del sustrato. En este caso, la Unica
explicacién razonable para que, aunque la concentracion del complejo en
disolucion es menor que la del sustrato, la hidrélisis del sustrato sea completa (de
acuerdo al valor esperado de absorbancia para 1 equivalente de NF producido), es

que el complejo pueda desacilarse y operar de forma catalitica.

Del mismo modo que se procedié en los estudios de reactividad esterolitica del
anion oximato, se analiza la reactividad esterolitica observada en presencia de
Cd(II) en términos de las especies nucleofilicas presentes en las condiciones
cinéticas. Esto se hace mediante el correspondiente diagrama de especiacion del
sistema en presencia de Cd(II), que se construye con la ayuda del programa Hyss

usando las constantes de los equilibrios en disolucién previamente establecidos.
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De los diagramas de especiacion, Figura 12.3, se puede apreciar que hasta pH 8.0
las especies predominantes en la disolucidon son el ligante protonado y hay menos
del 5% en forma del complejo con el ligante neutro CdHdapam?*. A medida que se
aumenta el pH aumenta la fraccién de Cddapam!*; ademads el cruce de las curvas
para el complejo protonado y desprotonado se da en 9.0, lo cual es razonable
porque el pK, de esa especie se calculé en 8.9.

100
Hdapam
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Cddapam”

D
o
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ey
o
1

20

pH
Figura 12.3 Diagrama de especiacion en funcién del pH, calculado para Hdapam y Cd(II)

0.1 mM usando las constantes de la Tabla 11.4.

La Figura 12.4 muestra el grafico de la distribucién de la especie [Cd(dapam)]**
en el eje del lado derecho en funcién de [Cd(II)]o, sobrepuesto con las constantes
de rapidez observada, kops S %, en el eje del lado izquierdo. En esta grafica es claro
que hay una correlacion entre las constantes de rapidez obtenidas y la

concentracién del nucledfilo [Cddapam]!*, ya que se observa la misma tendencia.

Para hacer esto de forma cuantitativa, se graficaron las constantes de rapidez
observada, kops S}, en funcidon de la concentracidn del complejo desprotonado,
[Cddapam®*], Figura 12.5. De aqui se obtiene una correlacidn lineal, lo cual indica
que la reaccidn es de primer orden para el complejo y por lo tanto la pendiente es

la constante de oximindlisis, kwmox, que refleja la reactividad intrinseca del
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complejo; tiene un valor de kwox = 1011 £ 36 M'ls™!, Este valor es mucho

que los obtenidos para otros complejos oximato
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mayor

Figura 12.4 Los puntos corresponden a los valores de kg, Y la linea continua representa

la distribucién de la especie [Cddapam]**.
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Figura 12.5 Constantes aparentes, ks en funcidn de la concentracion del complejo
[Cddapam]**, a pH = 8.0, CAPS 100 mM 0.1 mM de Hdapam, 10% de MeOH/ agua, a
25°C. La linea continua representa el ajuste lineal de la correlacién con la concentracién
de [Cddapam]'*. k “mox = 1011 + 36 M's™,
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La reactividad en presencia de Cd(II) también se estudié en funcién del pH, a una
relacion metal: ligante 1:1, Cd(II) y Hdapam 0.1 mM (NFA 0.04 mM, MOPS 50
mM, 10% de metanol en agua, 25°C) haciendo por triplicado los experimentos. En
la Figura 12.6 se muestra el grafico de kobs €n funcidon del pH. Directamente de
este grafico se puede estimar el pK, de la especie cinéticamente activa (Ecuacién
4b) que en este caso es de 8.97+0.09, que es muy cercano al obtenido
propiamente como constante de disociacién acida para Cd(Hdapam)?* y tiene un
valor de 9.01.

CdHdapam?* 5 Cddapam™® + H* pK,= 9.01

0.008

0.006 /
/
/

n 0.004

,/
/
/
0.002 - /
A
_m
0.000 —

T T T T T
6.5 7.0 75 8.0 8.5 9.0 95
pH

Figura 12.6 Constantes de rapidez observadas, k.s en funcion del pH. Hdapam y Cd(II)
ambos 0.1 mM, NFA 0.04 mM, MOPS 100 mM, 10% de metanol en agua, 25°C. La linea
continua muestra el ajuste no lineal de los datos con la Ecuacion 4b. El pK, de la especie

cinéticamente activa 8.97 + 0.06

Sin embargo, estos resultados también deben ser comparados con la distribucidon
de especies a las condiciones empleadas en cinética. Esta comparacidon se muestra
en la Figura 12.7, donde se grafica la concentracién de la especie [Cddapam]** en
el eje del lado derecho y las constantes de rapidez observadas, kobs €n el eje del

lado izquierdo en funcién del pH.
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Figura 12.7 Constantes de rapidez observadas, ks, Y [Cddapam™] en funcion del pH. Los
puntos corresponden a los valores de kq,s. La linea continua representa la distribucion de

Cddapam '* en las mismas condiciones de las cinéticas.

Como se puede observar, los mayores valores de kq,s Se obtuvieron a pH 9 ya que
a valores mayores a pH 9.6 se observd que comenzaba a formarse un precipitado
(M(OH),). Haciendo un promedio de las constantes kwox para Cddapam!* (Figura
12.8), tomadas de las dependencias de kons en funcién de la concentracién del
cation metdlico a pH fijo (Figura 12.5), como de la dependencia del pH a
concentraciones del ligante y metal fija (Figura 12.6), se obtiene una recta con
una pendiente y valor de kwox = 1050 + 40 M s!. Este valor de kmox, que
atribuimos al complejo Cddapam?'*, resulta realmente enorme comparado con la
reactividad esterolitica de la Hdapam libre (kox = 56 £ 3 M?! s?!) y con la
reactividad de otros complejos de cationes divalentes hacia NFA, y es comparable
con los valores enzimaticos reportados para la hidrdlisis de NFA lo cual es un

resultado sobresaliente de este estudio.
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Figura 12.8 Los puntos corresponden a los valores de ko,s, tomada de las dependencias
de la concentracion de metal y pH, en funcion de [Cddapam®]. La linea representa el
ajuste lineal y la pendiente la constante de segundo orden para Cddapam®* kuox = 1050 +
40 M* s,

Si se piensa que el papel del Cd(II) al coordinarse con la Hdapam para generar el
correspondiente complejo oximato es Unicamente disminuir el pK, del ligante por
coordinacién, la reactividad que cabria esperar es la del anion oximato libre, pero
en este caso encontramos que la diferencia de reactividad entre el oximato libre y
el complejo con Cd(II) es de alrededor de 18 veces. Por lo tanto, estos resultados
nos dan evidencia de que el papel del catién metdlico no es Unicamente la
acidificacion del nucledfilo y es necesario ahondar en el tema para lograr explicar
este efecto de activacion en términos que ayuden a entender el comportamiento

de los a-nucleodfilos coordinados.
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Efecto de Zinc

Se estudid la dependencia de la rapidez de hidrdlisis del NFA con respecto a la
concentracion de Zn(II), de manera analoga al efecto con Cd(II): variando el pH, y
a una concentracién fija de Hdapam y Zn(II), y también se hicieron experimentos
variando la concentracién total de Zn(II), fijando el valor de pH y la concentracion
de Hdapam. Para los experimentos con Hdapam 0.1 mM, a pH=8.0, se vario la
concentracion de Zn(II) en el intervalo 0 a 0.14 mM; este intervalo de
concentraciones es mayor que para el Cd(II) ya que se ha observado para otros
sistemas que la reactividad en presencia de Zn(II) es menor que en presencia de
Cd(1I).

Todas las curvas de absorbancia en funcién del tiempo se ajustaron con la
Ecuacion 5, método integral, para determinar los valores de kqbs, (Figura 12.9), y
por la diferencia entre los valores en presencia y ausencia de Zn(II) no fue

necesaria una correccion por la contribucion del medio.
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Figura 12.9 Reactividad esterolitica en ausencia de Zn(II) (o) y en presencia de Zn(II)
0.1 mM (o). pH=8.0, MOPS 100 mM, Hdapam 0.01 mM a 25°Cy 10% de MeOH / agua.

De la recta obtenida en la Figura 12.10, la constante aparente, k' ox, que tiene un

valor de 1.13+0.06 M's™! a pH 7.95. Esta constante es menor que para el Cd(II),
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sin embargo, como es proporcional a la cantidad de complejo presente a este valor

de pH no refleja la reactividad intrinseca del complejo.
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Figura 12.10 Grafica de k. en funcidon de la [Zn(II)]o, @ pH = 7.95, Hdapam 0.1 mM,
MOPS 100 mM, 10% de MeOH / agua, 25 °C. k "oy = 1.13£0.06 M'is!

Posteriormente se hicieron mediciones por triplicado experimentos donde se fijé la
concentracion de Hdapam y Zn(II) en 0.1 mM y se varié el pH (Figura 12.11). El
ajuste de estos datos a la Ecuacién 4b nos da un valor de pKa de 8.0+0.2 que
concuerda razonablemente con el obtenido a partir del estudio de los equilibrios en
disolucion. Este valor de pK, es muy cercano al calculado a partir de las constantes

de equilibrio:

ZnHdapam?* 5 Zndapam™®™ + H* pK,= 8.1 = 0.02
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Figura 12.11 Valores de ke €n funcion del pH con Hdapam y Zn(II) ambos 0.1 mM en
10% MeOQOH/ agua, 25 °C. El ajuste a la Ecuacion 4b permite estimar el pKa de la especie

cinéticamente activa en 8.03 + 0.2.

Para analizar estos datos en conjunto, a partir de las constantes de la Tabla 11.4,
se realizd el diagrama de especiacion para Hdapam y Zn(II) Figura 12.12 y se
sobrepuso el diagrama para la especie Zndapam™ (eje derecho) con las constantes
de rapidez observadas (eje izquierdo), Figura 12.13. De aqui es claro que siguen

una misma tendencia.

% Realativo de formacién

ZnHdapam®*

Figura 12.12 Diagrama de especiacién en funcién del pH calculado para Hdapam y Zn(II)
0.1 mM.
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Figura 12.13 Constantes de rapidez observadas, ko, Y [Zndapam®] en funcién del pH.

Los puntos corresponden a los valores de k.. La linea continua representa la distribucién

de Zndapam !* en las mismas condiciones.

Posteriormente, se tomaron los datos de kops Obtenidos de las dependencias de la
concentracion en funcidon del pH, se graficaron en funciéon de la concentracion de
[Zndapam™], para obtener kwox (Figura 12.14). La constante de oximindlisis,
calculada del valor de la pendiente de la recta, tiene un valor de kvox = 215 £ 10
M "'s!, para el complejo con Zn(II). Por lo tanto, la reactividad intrinseca es es

casi 5 veces menor para el complejo de Zn(II) que para el complejo de Cd(II).
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Figura 12.14 Los datos corresponden a valores de k.. La linea representa el ajuste

lineal y la pendiente la constante de segundo orden Zndapam®*, kuox = 215 + 10 M! s7%,
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Finalmente, las reactividades intrinsecas y los logaritmos de las constantes de

acidez promedio de los complejos de interés se resumen en la Tabla 12.2.

Tabla 12.2 Logaritmos de las constantes de acidez y constantes
de velocidad de segundo orden para el ligante Hdapam y sus
complejos de Cd(II) y Zn(II) en la esterdlisis de NFA a 25°C en

10% de metanol acuoso.

Especie kox M1 s pKa
OH" 14.57 ---
Dapam” 58+ 3 11.48
Cddapam™ 1050 + 40 9.01
Zndapam™ 215 + 10 7.96

De esta tabla podemos decir que el ligante Hdapam se comporta como un a-
nucledfilo frente a la hidrélisis del NFA, y tiene una constante de segundo orden, 3
veces mayor que la del OH". Se puede apreciar que la reactividad esterolitica
aumenta considerablemente para los complejos de Cd(II), 20 veces, y Zn(Il), 4
veces con respecto al anidn oximato. De hecho, los efectos cataliticos que
observamos son tan grandes que no pueden atribuirse simplemente a Ia
disminucion del pK; por la coordinacién del metal y a tener una mayor fracciéon de
nucledfilo desprotonado a menor valor de pH. Ademds no se observa una
disminucion de la nucleofilia debida a la coordinacién del par electrénico adyacente

al centro nucleofilico, como se podria haber pensado.
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13. Resumen y analisis global de resultados

El primer reto de este trabajo consistidé en la sintesis del ligante. Después de
varias reacciones a diferentes condiciones se logré obtener, un 60% del producto
de interés Hdapam, un 5% del ligante disustituido Dapydam y un 35% del
precursor H,dpd que se puede recuperar después de hacer una separacion

mediante cromatografia por columna.

Posteriormente se demostré que Hdapam se comporta como un a-nucledfilo
(Figura 9.15), mientras que Dapydam no tiene reactividad nucleofilica en la
hidrdlisis de NFA (Figura 9.20). Al comparar el comportamiento del el ion oximato
de Hdapam con otros aniones oximato, encontramos que cae dentro de la zona de
nivelacidon. Sin embargo, cuando Hdapam se coordina con cationes metalicos da
una disminucion de su pKj sin pérdida de la reactividad, mas aun, la reactividad de

sus complejos es mayor que la del anidn oximato.

Se hicieron estudios de los equilibrios que presenta Hdapam en disolucion para
determinar el pK, de la oxima (a partir de titulaciones poteniométricas vy
espectrofotométricas). Posteriormente se estudio la hidrélisis del NPA con
Hdapam, para demostrar que es un alfa nucledfilo. Este estudio ayudd a
corroborar el valor de pK, determinado por otras técnicas, y al relacionar las
constantes observadas con la concentracion de dapam”™ (del diagrama de
distribucion de especies) se corrobora que el ion oximato es el responsable de la
hidrdlisis del NFA como se observa en la Figura 9.18. También se observé que la
hidrdlisis ocurre bajo un régimen catalitico a pH bdasico, ya que en algunas
condiciones experimentales se tenia al nucledfilo en una concentracion hasta 80
veces menor (5x107 M) que la del sustrato NFA (4x107> M), Figura 9.18.

En presencia de cationes metalicos se encontraron efectos cataliticos con varios

cationes metadlicos. Esta reactividad sigue el orden: Co(II) < Cu(Il) < Mn(II) <
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Zn(II)<<Cd(II), y los efectos mas grandes se observaron para Zn(II) y Cd(II).
Para estos dos Ultimos cationes se identificaron las especies cinéticamente activas
que son en ambos casos los complejos 1:1 con el ligante desprotonado. Mediante
los estudios de equilibrios en disolucion, se asignd la reactividad intrinseca a cada
una de estas especies, Tabla 12.2. En la Figura 13.1 se muestran las estructuras

propuestas para los complejos de Zn(II) y Cd(II).

® »
=z
| I'\I/ | | 'N2+ |
Neo G2 N VAN

i O-

Oo_ ¢ o) © /
L'\:'Hz O]/’NHZ

Figura 13.1 Estructuras propuestas para los complejos cinéticamente activos de Hdapam
con Cd(II) y Zn(II).

La primera definicion del efecto alfa se refiere a “nucledéfilos que contienen un
heteroatomo, con al menos un par de electrones no compartido adyacente al
atomo nucleofilico y que, debido a ello, exhiben una reactividad nucleofilica
inusualmente grande comparada con nucledfilos comunes de basicidad similar”
[Edwards 1962, Green 1958]. De acuerdo a esta definicion, no es claro qué
esperar cuando se coordina el heteroatomo alfa con un cation metdlico ya que la
reactividad del nucledfilo debe modificarse por dos razones. Primero, aumentar
porque el pK, del nucledfilo coordinado disminuye y entonces la fraccion
desprotonada aumenta y en consecuencia la reactividad es mayor a un menor
valor de pH. Segundo, podria disminuir la reactividad ya que el par de electrones
del heterodtomo adyacente al centro nucleofilico estd coordinado por lo que
deberia comportarse como un nucledfilo cuya reactividad sea proporcional a su

basicidad.

La reactividad observada se corrobord de varias formas: estudiando el efecto de la

concentracion de los cationes metalicos, el efecto del pH para una disolucién 1:1
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metal:ligante y encontramos que todos los datos son congruentes y nos llevan a
determinar los mismos valores de pK, de los complejos y las mismas constantes
de oximindlisis. Cuando colocamos los valores de pK, y las constantes de
oximinolisis para el NFA para los complejos de Cd(II) y Zn(II) con Hdapam en las
coordenadas de Brgnsted (Figura 13.2) y los comparamos con otros oximatos
(Figura 3.5) y algunos otros complejos metalicos de otras oximas, se observa que
su reactividad esta por encima de la reactividad de los aniones oximato, pero no
caen dentro de la correlacidon para los otros complejos de estructura similar. Una
de las cosas mas notables que se observa en la Figura 13.2 es que, para el caso
de los oximatos coordinados, no parece existir un efecto de nivelacién como
sucede en el caso de los oximatos libres. Adicionalmente es importante hacer
notar que la reactividad de varios de estos complejos son del mismo orden que la

reactividad de algunas enzimas naturales hacia NFA.

459 Albumina humana O
_ . A
40 W ZnL, CdL, | NH
] _N N
o L OH
3.5 - Alfa-quimiotripsina o 1
Anhidrasa carbonica Il O
+ X
3.0 1 O Cddapam | _
‘mCdL, ! N
254 B ML , ) o N Ny
D ] PbLZ._. 2 O Zzndapam i Lo
- : dapam
2.0 X
o Qi ! |
o5 ! Yo —
®9 @10 | N I
151 N N,
OH
1.0 H H,N Hdapam
(@)
0.5
0.0 T T T T T T T T T T T T
5 6 7 8 9 10 11

Figura 13.2 Coordenadas de Brgnsted para algunas oximas coordinadas con L;= H,dpd
L, = HOxApy, Hdapam; (e) son valores para oximatos de la Tabla 3.1, Figura 3.5. Y

algunas enzimas todos frente a la hidrdlisis de NFA.
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Respecto al efecto alfa, experimentalmente encontramos que la reactividad de los
complejos es incluso mayor que la reactividad correspondiente a tener toda la
oxima en su forma anidnica libre (dapam”) en disolucion; este incremento es de
mas de un orden de magnitud (ver Tabla 13.2 primera columna renglones 2, 5y
8) vy no nos deja duda de que es mayor que la reactividad del oximato libre. Por lo
tanto el hecho de que los complejos metal-oximato también se comporten como a-
nucledfilos no puede explicarse con el argumento de que el par de electrones
adyacentes al atomo nucleofilico cede densidad electrénica al atomo nucleofilico.
Hasta la fecha, la explicacion que se ha dado del efecto alfa para nucledfilos
anidnicos, congruente con nuestros resultados, se relaciona con el desbalance en
la solvatacion del nucledfilo y complejo en el estado de transiciéon. De esta
manera, pensamos que el papel de los cationes metalicos es reducir el efecto de
solvatacién sobre el nucledfilo anidnico, ya que los complejos metal-oximato son

nucleodfilos catidnicos.

Tabla 13.2 Comparacion de la reactividad frente a NFA de complejos de Zn(II) y Cd(II)

de H,dapd, HOxApy y Hdapam asi como sus constantes de formacion y de acidez.

X
»
N N
N N, | NNy
OH | N | _N N
H2N ,N N\ OH
HO H

I (0]
Hdapam Hodapd* HOXApy**
PKaLH 11.48 11.3 11.74
k. 56 M st 130 Mtst 84 M1 st
log Kzny* 5.51 4.6 9.4
PKaznLH 7.96 6 8.2
Kzl 215 M1ts? 53 Mtst 8700 M! s?
log Keaqy? 5.00 4.08 6.8
PKacdL 9.01 7.1 9.4
Kcat 1050 M* s! 518 M1 st 10900 M s

*[Yatsimirsky, 1998] ;** [GOmez-Tagle, 2013]
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Los complejos de la piridin oxima H,dapd, caen en una linea paralela a la de los
aniones oximato que exhiben una reactividad proporcional a su basicidad, pero son
aproximadamente dos oOrdenes de magnitud mas reactivos que los aniones
oximato. El complejo de Zn(II) de la oxima HOxAPy sigue esta tendencia, pero al
ser mas basico que los complejos con H,dapd, su reactividad es mas de tres
ordenes mayor (3.5 en unidades logaritmicas), mientras que el complejo de Cd(II)
se encuentra en la zona de nivelacién pero exhibe una reactividad dos érdenes
mayores que la de los aniones oximato libres. Por su parte, los complejos oximato
estudiados en este trabajo parecen seguir la tendencia de los oximatos que tienen
una reactividad proporcional a su basicidad, pero la presencia del cation metalico

no permite que exhiban un efecto de nivelacién en la reactividad.

Es importante resaltar que no se observa el efecto de nivelacién en las
coordenadas de Brgnsted para los complejos de los oximatos por lo que se puede
esperar una reactividad mayor o menor, dependiendo de que tanto acidifica el
cation al ligante. Se ha discutido que el efecto de nivelacion es debido a la
solvataciéon del ion oximato por tener una alta densidad de electrones, y al
coordinarse parte de esa densidad electrénica disminuye, ya que el nucledfilo pasa
de estar cargado negativamente, [dapam’] a estar cargado positivamente
[Mdapam™]. Por esto nos inclinamos a pensar que cuando se trata de complejos
oximato son los efectos de solvatacion del nucledfilo los que predominan en el

[lamado “efecto alfa”.

Sin embargo, también hay ciertas tendencias cuando se trata del mismo oximato
con diferentes metales. En este caso, una de las razones de las diferencias en la
reactividad parece ser la dureza o blandura de los cationes. En general, la
reactividad observada es mayor para los cationes metalicos mas blandos y por lo
tanto deberia seguir el orden Mn(II)<Co(II)<Ni(II)<Cu(II)<Zn(II)<Cd(II), vy lo

que se observa es algo muy cercano, y este efecto estd contrapuesto con que las
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constantes de formacion por el contrario son menores para los cationes metalicos

blandos.

Tres aspectos muy importantes que se pueden analizar para los compejos son los
siguientes. Primero, que los valores de pK, para las piridin oximas de la Tabla 13.2
tienen valores muy cercanos y que sus constantes de oximindlisis frente a NFA
difieren como maximo por dos veces cayendo dentro de la zona de nivelacion en
las coordenadas de Brgnsted para oximatos. Segundo, parece existir una fuerte
relacion entre el valor de la constante de formacion del complejo con la
reactividad. Es decir que debe existir un valor éptimo para la constante de
formacién pues si es demasiado grande (como en el caso de HOXAPy con Zn(Il))
la reactividad empieza a caer, si es intermedia (como HOXxAPy con Cd(II)) se
observa mayor reactividad esterolitica. Cuando se tienen dos constantes de
formacion del mismo orden (H.dapd con Cd(II) y Zn(II)), se observa mayor
reactividad para la especie con mayor valor de pK,. La reactividad de los
complejos de Hdapam tiene un mayor balance con constantes de formacién
intermedias y mayor basicidad que los complejos de H,dapd. Tercero,
aparentemente para las tres oximas la constante de formacion del complejo es
menor para cadmio que para zinc, pero la constante de esterdlisis es mayor para

cadmio que para zinc también para las tres oximas.

Aunque las constantes de segundo orden para la esterdlisis de NFA obtenidas con
los complejos oximato de Hdapam, son menores que las constantes para las
enzimas mas evolucionadas (con limite difusional para su reactividad) como la
albumina humana (constante mayor a 10* M'!s!), son del orden de algunas como
la alfa quimiotripsina y la anhidrasa carbdnica II (10° M''s!) y mucho mayores
que para otros complejos metal-oximato reportados, con lo cual puede descartarse
la idea de que al coordinarse un alfa nucledfilo con un catién metalico mediante su

par de electrones alfa, debe perder su reactividad como nucledfilo.
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Finalmente, no nos cabe duda de que los compuestos de coordinacidn con o-
nucledfilos se presentan como una excelente opcién para desarrollar “enzimas
esteroliticas artificiales” en condiciones muy cercanas a las fisioldgicas. Aunque
queda mucho aun por investigar, en particular el efecto de solvatacion sobre los
complejos piridin oximato y la reactividad esterolitica hacia otros sustratos como
ésteres fosfato o fosfonato, las aplicaciones que de estos sistemas se pueden

derivar son numerosas.

14. Conclusiones

El ligante Hdapam se comporta como un a-nucledfilo frente a la esterdlisis del
NFA. El estudio cinético con Dapydam nos permitid corroborar que en ausencia del
grupo oxima no hay reactividad. La reactividad esterolitica se atribuye al grupo
funcional oxima, la correlacion de las constantes de esterdlisis con la

concentracion de dapam”™ demostrd que ésta es la especie cinéticamente activa.

La introduccién del grupo acetamida mejora ligeramente la solubilidad tanto para
el Hdapam como para sus compuestos de coordinacidn con respecto a su

precursor, H.dapd.

Las constantes de formacidn de los complejos con el ligante protonado son
pequefias (del orden de 100-1000 M™) pero se incrementan notablemente para el
ligante desprotonado (del orden de 100,000 M™). Esto se puede explicar en
términos de densidad electrénica, ya que los cationes se comportan como

electrofilos, al estar desprotonado el ligante hay una mayor atraccion.
Los complejos del ligante Hdapam con Zn(II) y Cd(II) forman Unicamente

complejos 1:1 metal:ligante debido a que el ligante es tetradentado y dificilmente

se coordinan dos ligantes al mismo centro metalico. Estos complejos presentan
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una reactividad esterolitica mucho mayor a la del oximato libre (20 con Cd(II) y 4

con Zn(II) veces ).

Los complejos del ligante Hdapam con Zn(II) y Cd(II), Zndapam®™ y Cddapam?,
operan de modo catalitico ya que bajo algunas condiciones de reaccidon la especie
activa se encontraba en una concentracidn hasta 1000 veces menor a la del

sustrato NFA, y sin embargo la hidrélisis del sustrato es completa.

La constante de oximindlisis para el complejo de Cd(II) es del orden de 1000 M!s
!, la cual cae dentro del orden de reactividad para algunas enzimas naturales

frente al mismo sustrato, NFA.
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15. Glosario

Desbalance El término de “desbalance” (imbalance) se usa para denotar que los
parametros que caracterizan los procesos de formacién o ruptura de los enlaces
para una reaccidon, cambian con relacion a la coordenada de reaccién para el
Estado de Transicidn de acuerdo al Principio de Sincronizacion Imperfecta
[Bernasconi 1985].

Esterdlisis Hidrolisis de un éster en su correspondiente acido y alcohol

Constante de oximinolisis Se refiere a la constante de velocidad de hidrdlisis de

un sustrato, pero especificamente con una oxima.

a~nucleéfilo Es un nucledfilo con al menos un par de electrones libres adyacentes
al centro nucleofilico y que presenta una desviacidon positiva frente a las

coordenadas de Brgnsted que relacionan la nucleofilia con la basicidad.

Efecto de nivelacion Para el caso de las piridin oximas con valores de pK,
mayores a 8, es un maximo donde deja de aumentar la nucleofilia conforme

aumenta el pK;,

Régimen catalitico Es cuando la especie que actla como catalizador reacciona
tan rapido como se forma, por lo que no hay una variacion considerable en su

concentracion
Tiempo de vida media Tiempo que tarda la concentracién de un reactivo en

bajar a la mitad de su valor inicial; tiempo que tarda en desintegrarse la mitad de

una muestra de un radioisétopo dado
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16. Apéndice

(A) Modelo para la disociacion acida del grupo oxima

Para calcular el valor de la constante de disociacién acida del ligante Hdapam, se

considero el siguiente equilibrio

| AN
X -
| N, +
i N | Ka N N\ + H
N N 0 o
o~ OH o
NH,
__ [dapam~][H"]

Ka = [Hdapam ] (1

Realizando un balance de masas
[Hdapam ], = [Hdapam] + [dapam™ ] (2

Considerando la absorbancia de la disolucién, de acuerdo a la Ley de Beer-Lamber,

para una celda de 1 cm de paso 6ptico esta dada por:
Abs = €1 [Hdapam] + €2 [dapam™] (3

Despejando del balance de masas la oxima protonada, [Hdapam], y sustituyéndola

en la ecuacidon 3 se obtiene se tiene:
Abs = €1( [Hdapam], — [dapam™]) + €2 [dapam™] (4

Despejando de la ecuacién 1, [dapam’] y sustituyendo en la ecuacién 4, y

asociando términos se obtiene la ecuacion 5.

Abs = g1[Hdapam], + (€2 — €1) (%) (5
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Sustituyendo en el balance de masa por el oximato [dapam™] de la ecuacion (1)

Hd ~ [Hd 1+ Ka[Hdapam] [Hd (14 Ka
[Hdapam], = apam ] = apam] ( [H+])
[Hdapam], = —[Hdaiim] (6

(1+m)

Finalmente, sustituyendo la ecuacién (6) en (5) y reacomodando la expresion se

obtiene la ecuacion 7

Ka [Hdapam],

{
[H] Ka_

Abs = €1[Hdapam], + (€2 — €1)

£1[Hdapam], [1 + [g—f]] + (€2 — €1) %
Abs =
14 o
[H*]
€1[Hdapam]g+£€2[Hdapam]q [II_:—i]
Abs = e (7

En su forma logaritmica y sustituyendo el producto del coeficiente de absortividad

y la concentracidn por la absorbancia se obtiene la ecuacion:

Ap—+Ag*10PKa—PH .,
Abs = L opKa—pH (8 Ecuacién 4

(B) Determinacion de ks a partir de método integral

La constante de rapidez para la reaccién de esterdlisis del NFA se calcula a partir

de una ecuacion cinética de segundo orden, la cual es la siguiente:
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d[NF™]
dt

= k [NFA ][dapam ] (9

En donde se considera que para ambas especies el orden de reaccién es uno y
[dapam] es la concentracidn de la oxima libre o coordinada con iones metalicos.
Tanto en presencia de cationes metdlicos como en ausencia, la oxima funciona
bajo un régimen catalitico y su concentracién no cambia en el tiempo, debido a
esto, obtenemos una condicion de pseudoprimer orden, de forma que la rapidez de

formacion de NF sera:

d - d A

= kong [NFA] = — 2222 (10
d[NFA
f [I[VFA]] = —kopsdt (11
[NFA] = [NFA], e kobs (12

Con el correspondiente balance de masas del NFA presente, tenemos:

[NFA] = [NFA], — [NF~ ] (13

Sustituyendo de la ecuacién 13, [NFA]p en la ecuacién 12 y despejando [NF],

obtenemos una dependencia en funcién de la concentracién de [NFA]o:
[NF~] = [NFA], - [NFA], e(¥obs © (14
[NF~] = [NFA], (1 — e{kobs D) (15
Considerando la ley de Beer-Lambert que relaciona proporcionalmente el producto

del coeficiente de absorcion, la concentracion y la longitud atravesada por la luz en

el medio con la absorbancia:
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A=€lC (16
Teniendo en cuenta que se utilizé una celda de cuarzo con un paso 6ptico de 1 cm
de longitud y siguiendo la absorbancia a una longitud de onda de 400 nm nos
queda la siguiente ecuacion:
A0 = g2 [NF™] (17
Considerando lo anterior se despeja de la ecuacion 17 la concentracion del [NF] y
se sustituye en la ecuacidn 15. Posteriormente despejamos la absorbancia a la
longitud de 400nm y nos arroja la ecuacidn siguiente:
A*00 = 800 NFA], (1 — e(Kobs ) (18
A un tiempo infinito, habra una conversién completa del NFA inicial:
A0 = A$90(1 — e(Kobs ) (19
Sin embargo la lectura se realiza a un tiempo (tp), de forma que habra una
concentracion inicial del producto, debida al tiempo de transformacién no
monitoreado igual a (A;) la cual contribuye adicionalmente como se observa a
continuacion :

A%00 — Ai + AA‘égO(l _ e(—kobs t)) (20 Ecuacion 5

Donde AA%° = AX° — Ay t; es el tiempo instrumental: t; = t-tg
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(C) Determinacion de la kobs a partir del método de rapidez inicial

La rapidez inicial de oximindlisis del NFA para tiempos cortos, sigue la siguiente

ecuacion cinética:

d[NF~],
dt

= k [NFA],[Hdapam ] (21
Si cumple la ley de Beer-Lambert para el cambio de [NF]:

d[NF7] _ d(Anr-/enr—) _ 1 d(Anp)
dt dt T oenp- dt (22

Si sustituimos en la Ecuacion 22 y consideramos tiempos de conversion muy

cortos obtenemos la Ecuacion 23

(o= "), = kobs[NFAJo (23

ENF— dt

Donde kons= k [Hdapam]o. Para tiempos pequeiios la ecuacion corresponde a una

linea recta. Por lo que se puede considerar que la rapidez de reaccién inicial sera:

vy = ( T )t? (24

De modo que al sustituir vo de la ecuacidon 24 en la ecuacidon 23 se obtiene:

1

Vo = kobs[NFA]O (25

ENF~

_ Vo _ Vo -7
kops = S TINFAL = s (26  Ecuacion 6

123



(D) Constante de oximindlisis

En la esterdlisis del NFA en presencia del ligante Hdapam, la actividad depende de
la concentracidon del ion oximato que a su vez depende del pH al que se realicen

las determinaciones.
[dapam’] + [NFA] = [NF]

La constante de oximindlisis para cada pH (k'ox), depende del valor del pK, del
ligante Hdapam, por lo tanto la constante de oximindlisis independiente de pH, kox

se puede escribir como

Kox -
Kobs = —HT] [dapam™] (27

Ka

Considerando kops= k ox [dapam™]o se sustituye en la ecuacién 19 y se despeja

k “ox , Se obtiene:

4 k -’
k' ox = 1+[°;j (28 Ecuacion 7
Ka

Y en su forma logaritmica se obtiene la ecuacidon lineal, donde la pendiente es

igual a la constante de oximindlisis intrinseca o independiente del pH:

—pH
logk "oy = logk,, — log (1 + 2227 (29

Ka

124



(E) Ajuste no lineal de las titulaciones espectrofotométricas

El ajuste para las titulaciones espectrofotométricas metal- ligante considera el
respectivo balance de masa, la concentracion total de ligante, [L]t y la

concentracion total de metal [M]r son:

[Llr= [L] + [ML]
[MJr=[M] + [ML]
_ L]
ML — m

Considerando que las especies que absorben en el rango UV-vis, son Unicamente
el ligante, el metal y el complejo (Abst= Absm + Abs.+ Absm.), ademas que cuando
las cantidades de ligante y metal llegan a ser semejantes durante la titulacion, no
puede asumirse que [M] >> [L] 6 [L] >> [M], siendo en este ultimo caso [M]t =~

[M] se puede llega a la siguiente ecuacion:

Abs = (eL+emLKmLIM]T)[L]T (30
1+ KmL[LlT

Es necesario considerar el balance de masas sin simplificaciones ya que no puede
asumirse un exceso permanente de metal ni del ligante, tal como ocurre en
algunas titulaciones espectrofotométricas realizadas. Por lo que se obtiene una
ecuacion no lineal que considera tanto las concentraciones iniciales de las
especies, como una diferencia de los coeficientes de absortividad del complejo y
del ligante. De dicha ecuacion se puede obtener como un parametro de ajuste el

valor de Kw. :

Abs = Abs, +o.5AeML_L<[L]o + Mo+ J[1Ldo+ 1o + -] —4[L]O[M]o) (31

De esta ecuacién se puede obtener una ecuacidon similar, donde la propiedad
medida no es la absorbancia sino el desplazamiento quimico y el delta de

coeficientes de absortividad es sustituido por una constante, caracteristica para
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cada sistema, pero sin significado fisico. Asi se puede calcular la constante

formacion del complejo en con datos de desplazamientos, por RMN.

2
5 = 6L+o.5<6teML_L>([L]o + Mo+ -~ J[[L]o+ (Mo + —4[L10[M]0) (32
Se introducen al programa Origin Lab 8.5.0 ambas ecuaciones para ser utilizadas
en el ajuste de datos experimentales. Tratamiento propuesto en "Principles and

Methods in Supramolecular Chemistry"”, [Schneider, Yatsimirsky 2000].

(F) Determinacion de la kox Y pKa de Hdapam a partir de keorr €n funcion
del pH.

Tal como se definiéo anteriormente kobs es una suma de contribuciones del OH"
dapam’
kobs=kon- [OH] + kox [dapam’] (33
Keorr= kobs = kon- [OH'] = kox [dapam’] (34

Tomando la constante de disociacion acida del ligante Hdapam

[H][dapam™]

[Hdapam ] (35

K, =

Realizando un balance de masas
[Hdapam ], = [Hdapam] + [dapam™ ] (36

De la ecuacién 35 se despeja [Hdapam]
[Hdapam] = m (37

Ka

Sustituyendo en el balance de masa por el oximato [dapam’] de la ecuacion (35)
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[Hdapam], = W][Cﬁ—pam_]+ [dapam™] = [dapam™] ([}:] + 1) (38
Despejando [dapam’] de la ecuacién (38)
[dapam~] = Lidapamlo (39

()

Ka

Sustituyendo [H*] por 10" y K, por 10X, en la ecuacién (39)

[dapam™] = % (40
(10—1’Ka+ 1)
[dapam™] = [Hdapam], (41

~ (10PKa-PHy 1)
Sustituyendo la expresion 41 (concentracion del anién oximato) en la expresion 34

se obtiene la dependencia de ke en funcidn del pH, de la constante de

oximinolisis, kox, Y del pK; de la oxima, que corresponde a la Ecuacion 4b.

_ kox[Hdapam]o -
Keorr = (LoPKa—pit 1) (42 Ecuacion 4b
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