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Resumen

En este trabajo se reporta la reactividad esterolitica de tres ligantes no aromaticos, H,OxIm,
H,OxDien y H,OxP, con diferente denticidad que poseen en su estructura grupos funcionales
oxima, asi como la reactividad de sus complejos metal-oximato con algunos cationes metalicos
divalentes, Co*, Ni**, Cu®, Zn* y Cd** empleando como sustrato modelo el éster carboxilico 4-
nitrofenil acetato, en agua a 25°C. Los ligantes se sintetizaron y caracterizaron mediante las
técnicas espectroscopicas convencionales (RMN-'H, RMN®C, EM, FTIR y AE) y se estudid su
reactividad en funcion del pH y de su concentracién. Se determinaron las especies cinéticamente
activas, asi como sus respectivas constantes de velocidad de segundo orden, mediante la
especiacion en disolucion y analisis de la reactividad en funcién de la concentracion de las
especies presentes. Para esto fue necesario determinar las constantes de acidez de los ligantes y
de formacién de los complejos en disolucién acuosa mediante titulaciones potenciométricas y
espectrofotométricas con las que se calcularon los diagramas de distribucion de especies. Las
especies presentes se correlacionaron cualitativa y cuantitativamente con las constantes de
rapidez obtenidas en funcion del pH. A través de estos estudios encontramos que la amidoxima
H,OxIm muestra reactividad esterolitica tanto en su forma neutra como en su forma desprotonada,
con constantes de velocidad de segundo orden de 0.14, 0.2 y 15 M's™ respectivamente para las
especies [LH;], [LH,] y [LH], lo cual no observamos con las otras oximas. Las especies oxima
monodesprotonada y doblemente desprotonada del ligante H,OxDien tienen constantes de
segundo orden de 2.8 y 38 M's™ respectivamente, y las especies cinéticamente reactivas del
ligante H,OxP fueron H;OxP y H,OxP con constantes de segundo orden de 5.8 y 44.5 M's™
respectivamente. Se observé que para H,OxIm y H,OxP la protonacion de las aminas periféricas
ocurre antes que para las aminas centrales, pero las constantes macroscopicas difieren de las
microscopicas.

El efecto catalitico de los cationes metélicos se midi6é en disolucion acuosa permitiendo que los
iones complejos se formaran in situ, ya que hay especies complejas involucradas en la reactividad
gue contienen al ion hidroxido. En presencia de cationes metdlicos, la reactividad de las oximas
H,OxIm, H,OxDien y H,OxP aumenta hasta 3 6rdenes de magnitud, si se comparan las especies
en el mismo estado de protonacién con y sin catiébn metdlico. Una parte de este efecto se debe al
incremento en la acidez del ligante al coordinarse con cationes metalicos, sin embargo, debe haber
un efecto adicional, posiblemente relacionado con la solvatacion del nucledfilo, ya que la
reactividad de los complejos metal-oximato sobrepasa notablemente la reactividad de los aniones
oximato libres. En todos los casos, los complejos metal-oximato mas reactivos son los de Zn**y

Cd* entre los cationes metéalicos probados.



1. Introduccioén

En la naturaleza la ruptura de ésteres carboxilicos, ésteres fosfato y péptidos esta catalizado por
metaloenzimas hidroliticas como carboxipeptidasa A y fosfotriesterasa (Figura 1.1). Aunque en
general, los ésteres fosfato son mas resistentes a la hidrélisis que los ésteres carboxilicos ambas
hidrdlisis proceden por un mecanismo clasico de adicion-eliminacion, por lo cual es posible que un
buen catalizador de ésteres carboxilicos sea capaz de hidrolizar ésteres fosfato.
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Figura 1.1. Sitio activo de la metaloenzima fosfotriesterasa (a) y carboxipeptidasa A (b)

Estas metaloenzimas tienen como caracteristica poseer un sitio activo en donde los iones
metalicos tienen varias funciones importantes como: activar los grupos nucleofilicos presentes en
los aminoacidos (OH de agua, RO de serina o RS de cisteina), dar asistencia electrofilica en el
estado de transicion y facilitar la protonacion del grupo saliente [Bertini 1994, Breslow 1972].

Al degradar compuestos organofosforados como son los pesticidas (Figura 1.2) es interesante
imitar estos sitios activos de las metaloenzimas hidroliticas a través de una rama de la quimica
gue se conoce como quimica biomimética, empleando sistemas quimicos menos complejos
[Breslow 1972].
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Figura 1.2. Estructuras de compuestos organofosforados (pesticidas).



La degradacion de estos pesticidas se lleva a cabo mediante su hidrélisis, sin embargo la hidrélisis
alcalina es muy lenta, por ejemplo para el paratiéon la constante de segundo orden alcalina es de
0.00075 M's™ y para el paraoxon es de 0.0085 M's™, por lo tanto seria necesario emplear
tiempos de reaccion muy largos o concentraciones de hidroxido muy grandes lo cual resulta
impractico, lo mas recomendable es disefiar catalizadores adecuados para hacer una hidrolisis
catalitica en agua y a temperatura ambiente.

En el transcurso de los Ultimos afios en nuestro grupo de trabajo se han desarrollado nuevos
catalizadores para la ruptura de ésteres carboxilicos y fosfatos con base en complejos metalicos
de oximas [GOémez-Tagle 2013, Lugo-Gonzalez 2017] y se ha encontrado que se pueden lograr
efectos cataliticos muy relevantes y cercanos a los de las enzimas naturales. Recientemente
encontramos que con un ligante tetradentado derivado de la etilendiamina que tiene dos grupos
oxima, H,Oxen, y al coordinarlo con varios cationes metélicos, es posible lograr efectos cataliticos
importantes en la hidrdlisis del éster 4-nitrofenil acetato y los triésteres fosfato que se emplean
como pesticidas (paraoxon y paratiéon). A diferencia de los complejos hasta ahora publicados, este
sistema no tiene un grupo heterociclico aromatico en su estructura (como piridina), tiene la ventaja
de formar complejos muy estables con un mayor nimero de cationes metalicos y en un amplio
intervalo de pH, y varios de estos complejos forman especies cinéticamente activas [Alpizar 2017].
Al concluir que no es necesaria la presencia de un anillo de piridina en la estructura de la
“‘metaloenzima artificial” para el rompimiento de ésteres, se propone introducir una variante del
grupo oxima, una amidoxima, que es un nucledfilo mas basico y mas fuerte, que puede dar
mayores efectos cataliticos y puede permitir comparar y analizar las diferencias en reactividad de
los grupos amino y amido en oximas de estructura equivalente, y por lo tanto dar informacion
respecto a la relacion entre la estructura del ligante y la reactividad de los complejos, lo cual hasta
ahora no es claro.

Por otro lado, el principal inconveniente que se ha encontrado para la utilizacion practica de este
tipo de “metaloenzimas artificiales” en la ruptura de ésteres fosfato de interés biol6gico y ambiental
es que este tipo de sustratos tiene baja solubilidad en agua. Asi, lograr su ruptura en medios
acuosos seria ideal en términos de costo y sustentabilidad, por lo que la solubilidad en agua puede
mejorarse significativamente al incorporar tanto los sustratos como los complejos que catalizan su
hidrdlisis en un ambiente supramolecular como son los dendrimeros.

Los dendrimeros son macromoléculas sintéticas con estructuras globulares arborescentes bien
definidas de tamafio nanoscépico con varias cavidades en donde pueden albergar diferentes
especies quimicas y un arreglo repetitivo de ramas con determinados grupos funcionales en la
periferia. Por sus caracteristicas se han empleado como modelos de enzimas y para catalisis a
nanoescala [Hetch 2001, Astruc 2010]. Los dendrimeros de tipo PAMAM (Figura 1.3) con grupos
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amino terminales pueden considerarse como micelas monomoleculares, que por efecto hidrofébico
permiten la incorporacion no-covalente de sustratos poco solubles en agua. Una ventaja de
emplear dendrimeros y no tensoactivos, los cuales ya se han empleado en la hidrdlisis catalitica de
ésteres fosfato, [Popov 2008] es que su estructura en disolucion y, por lo tanto, la incorporacion de
otras especies no depende de la concentracion que se emplee. Ademas, los grupos amino
terminales en dendrimeros tipo PAMAM pueden ser modificados mediante su condensaciéon con
derivados carbonilicos que contengan el grupo funcional oxima.
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Figura 1.3. Dendrimero PAMAM generacion O.
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2. Antecedentes

El grupo oxima, como ligante, tiene posibilidades de coordinacion a través de los atomos de
nitrégeno y oxigeno (Figura 2.1). En la gran mayoria de los compuestos de coordinacion
estudiados con oximas la coordinacion con cationes metdlicos ocurre a través del atomo de

nitrogeno [Chakravorty 1974].
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Figura 2.1. Diferentes modos de coordinacion de las oximas.

La estructura que poseen las oximas, al tener un atomo donador de electrones adyacente al atomo
nucleofilico principal, o en posicién alfa, conlleva a que sean nombrados como a-nucledfilos. Este
tipo de nucledfilos han sido estudiados anteriormente y han mostrado reactividad como
catalizadores para el rompimiento de ésteres [GOmez-Tagle 2013, Edwards 1962, Singh 2015,
Tiwari 2009].

Dentro de este tipo de nucledfilos se encuentran también las amidoximas, cuya estructura es
similar a la de las oximas pero con un grupo amino en vez de un grupo metilo o alquilo (Figura
2.2). Sin embargo, su comportamiento cinético en reacciones con ésteres fosfato y carboxilicos
difieren sustancialmente del comportamiento cinético de las oximas. Mientras el aceptor del grupo
acilo en el caso de las oximas es el anién oximato, en las amidoximas actlan como nucledfilos
tanto las formas neutras como las aniénicas, [Simanenko 2001] y se ha observado que presentan
reactividad incluso en valores de pH acidos [Aubort 1969]. A manera de ilustracion, en la figura 2.3
se muestra la correlacion del logaritmo de las constantes de segundo orden de la hidrélisis de 4-
nitrofenil acetato utilizando amidoximas como nucledfilos en funcién del pH, en la cual se observa
entre pH 6-9 una region plana en la que la especie predominante es la amidoxima neutra con
constantes de segundo orden entre 5y 50 M's™.

HO
\N

R NH,

Figura 2.2. Estructura de las amidoximas
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Figura 2.3. Perfil de la dependencia del logaritmo de la constante de segundo orden en funcion del pH, para
las reacciones de 4-nitrofenil acetato en agua a 25°C con (+) benzamidoxima; (x) acetamidoxima; (o)
formamidoxima; (o) N N-dietilbenzamidoxima; y (e) benzaldoxima [Simanenko 2001]

La mayoria de los estudios reportados de reactividad esterolitica emplean como modelo el éster 4-
nitrofenil acetato debido a que la base conjugada del producto de la ruptura, 4-nitrofenol, presenta
una absorcion caracteristica en 400 nm por lo que se puede medir facilmente con
espectrofotometria UV-vis, y ademas es un buen grupo saliente con un valor de pK, reportado de
7.0 [Perrin 1981].

Al analizar la reactividad de aniones oximato a través de un gréfico de Brgnsted que permite
correlacionar la basicidad y la reactividad para un nucledfilo, diversos investigadores han
observado un comportamiento de “nivelacion” para oximas muy basicas, es decir, ya no se aprecia
un aumento en la reactividad de aniones oximato a valores de pK, mayores a 8 [Terrier 2003,
Courderc 2001, Yatsimirsky 1992]. Esto ha sido explicado por un efecto de desincronizaciéon entre
la desolvatacion del nucledfilo previa al ataque nucleofilico, lo cual quiere decir que cuando el
nucledfilo es muy basico es muy dificil desolvatarlo para que pueda funcionar como nucledfilo y por
ello, aunque se busque hacer reaccionar nucledfilos muy basicos en agua, no se observa que
éstos tengan mayor reactividad en un amplio intervalo de valores de pK,, aproximadamente entre
8.5y 12.5. Para ejemplificar esto, en la tabla 2.1, se presentan algunos de los aniones oximato que
han sido estudiados en los Ultimos afios empleando 4-NFA como sustrato y en la figura 2.4 se
representa esta nivelacion en forma grafica.



Tabla 2.1. Aniones oximato utilizados para la gréfica de Brensted (figura 2.4).

kNu
NUmero Estructura Compuesto pK, (M's™ | Referencia
i [3-(Hidroximino)-2-oxopropil] Degorre
1 “S(“z‘”zdkCH_NOH dimetilsulfonio 654 | 24 1998
(L
2 Lo HI-6 713 | 118 | Terrier 1991
Q\CDNHZ
B8
3 T/ CH=NOH 2-PAM 7.75 25 Terrier 1991
4 N+ \ CH=NOH
— 4-PAM 8.27 61 Terrier 1991
]
5 SN " 6-[(Metilamino)metil]-2- 9.9 71 Mancin
- "o | [(hidroximino)metil]-piridina 2000
| X
6 v |H 2-[(hidroximino)metil]- 10 45 Mancin
N
Yo piridina 2000
C ]
7 S | 6-[(Metilamino)metil]-2-[1- 111 45 Mancin
NH N
4 “on hidroximino)etil]-piridina 2000
]
8 | S H,dapd 11.3 130 Yatsimirsky
N N
nd “or 1998
/OH
I
9 ©)\ Acetofenona oxima 11.45 42.3 Yatsimirsky
1992
7z N/H/ ;
10 bt HOXAPy 11.74 60 Gomez-
N\
o Tagle 2013
NOH
11 )k Acetoxima 12.4 61.7 Jencks

1960




Continuacion Tabla 2.1. Aniones oximato utilizados para la grafica de Brgnsted (Figura 2.4).
kNu
NUmero Estructura Compuesto pK, (M's™ | Referencia
‘kN/ \HNﬁ— H,Oxen 10.84 22 Alpizar
H
12 I | HOxen’ 12.13 37.8 2017
nd' Yo
]
13 2-Piridinamidoxima 12.18 57 Lopez
= /N\OH P
2017
NH,
14 N Benzamidoxima 12.44 10.1 Lopez
Z on
2017
NH,
OH
15 N Salicilamidoxima 8.90 34.2 Lopez
Z on
2017
NH,
2.4
2.0+
4 5 a 11
164 ] 7 10
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~. 124
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g
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Figura 2.4. Grafico de Brdnsted para el comportamiento de a-nucledfilos enlistados en la tabla 2.1.

El mecanismo de hidrélisis para el 4-NFA en presencia de complejos metélicos de oximas (figura
2.5) incluye: primero, la desprotonacion del grupo oxima para dar lugar al ion oximato, segundo, el

ataque nucleofilico del oximato al grupo carbonilo del éster y finalmente este intermediario acilado



es hidrolizado posteriormente con agua liberando un equivalente de acetato a la disolucién
(Breslow 1965, Grekov 1978, Yatsimirsky 1998, Mancin 2000).

(e}

c—o0 NO,
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\ N|/-O

NO,

NO,

(X=H,0, OH") Répida

CH;CO0

Figura 2.5. Mecanismo de reaccién de la esterdlisis del sustrato 4-nitrofenil acetato por la oxima H,dapd
(Yatsimirsky 1998).

En la tabla 2.2, se presentan los valores de pK, y las constantes de oximolisis obtenidas para
piridin oximas estudiadas por Goémez-Tagle y colaboradores (HOXxAPy), Yatsimirsky y
colaboradores (H.dapd), y H,Oxen [Alpizar 2017]. De estos valores podemos observar que las
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constantes de oximdlisis obtenidas con complejos metalicos de piridin oximas son mucho mas
grandes que la constante de segundo orden del ion OH’, la cual tiene una constante nucleofilica de
14.8 M's™ (Breslow 1965) o 14.5 M's™ (medida por nosotros) hacia 4-NFA, con valores para las
constantes de velocidad de segundo orden entre 50 y 100 M's™. Al coordinar estas oximas con
cationes metdlicos, se esperaria que el efecto de acidificacibn sobre el grupo oxima por
coordinacién permitiera menores valores de pK, pero constantes de velocidad del mismo orden de
magnitud. Sin embargo, como se muestra en la tabla 2.2, hay algunos casos en los que las
constantes de velocidad de los complejos pueden ser hasta 200 veces mayores que las de los
aniones oximato y su reactividad es equiparable con la reactividad de algunas enzimas presentes
en la naturaleza [Gomez-Tagle 2017], como en el caso de HOxAPy con Cd(ll).

Tabla 2.2. Valores de pK, y constantes de oximolisis, kox M's™, hacia 4-NFA, en medio acuoso a
25°C de aminoximas y sus complejos metalicos.

Z | NH/_\HN
- | Hjﬁﬁ | Y | ‘N%i Aﬂi
~N AN N N o o
OH ud Non
HOXAPy Hdapd “ F.'ZOXZS .
(Gébmez-Tagle 2013) (Yatsimirsky 1998) pizar )
pKa HaoL 11.3 12.13
pKa HL 11.74 11.5 10.84
pKa ZnH,L 6.0 6.4
pKa ZnHL 8.17 8.7
pK, CdH,L 7.1 9.27
pK, CuH,L 4.15
pKa CuHL 5.93
Kox, HL (M*s™) 22
Kox, L (M's™) 60 130 37.8
Kox, ZNHL (M's™) 1250
Kox, ZnL (M's™) 53.5 2030
Kox, ZNL(OH) (M's™) 8700 2340
Kox, CdHL (M*'s™) 680
Kox, CdL (M's™) 10,900 518 750
Kox, CAL(OH) (M's™) 700
Kox.CUL(OH) (M's™) 325
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Existen pocos reportes del estudio cristalografico de compuestos de coordinacion que contienen
en su estructura amidoximas [Cullen 1970, Solans 1980]. En estos estudios se muestra que
forman complejos pentacoordinados con Cu® y hexacoordinados con Ni** en el estado sdlido,

figura 2.6, sin embargo no hay informacion de la reactividad de estos compuestos.

H.H NH,
oH :
HN OH OH

Ho— \ / — \/ /

HM M~ HH

4 0OH
HO Cusl
\\ I//’ '-\‘r /
H N
HN HH, |

1 J
H_/ Hul [

H,0

Ty

Figura 2.5. Estructuras cristalinas de los compuestos de coordinaciéon de una amidoxima con Ni % y cu®
[Cullen 1970, Solans 1980].

e

Ademas, en los pocos estudios de reactividad de oximas coordinadas, el ligante generalmente
contiene al donador piridina, pero anteriormente demostramos empleando una aminoxima no-
aromatica que éstas también son catalizadores eficientes en la hidrolisis de 4-NFA. Los estudios
de reactividad de amidoximas son escasos, aunque son especies mas basicas y pudieran ser
mejores nucledfilos y a la fecha no hay reportes de reactividad de amidoximas coordinadas
excepto los realizados en nuestro grupo [Lépez Pacheco 2017] en los que se usaron ligantes
bidentados, por lo que resulta interesante estudiar ligantes polidentados que tengan el grupo
funcional amidoxima esperando se incremente la estabilidad de sus complejos metdlicos y se
puedan medir efectos en la hidrolisis de ésteres carboxilicos a valores de pH bésicos sin la

precipitacion de los hidroxidos metélicos.
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Asi, en este trabajo se estudiaron tres sistemas (H,OxIm, H,OxDien, H,OxP) basados en ligantes
con oximas como grupos funcionales. En los sistemas H,OxIm y H,OxDien se derivan de
iminodiacetonitrilo y dietilentriamina con el objetivo de tener oximas como parte de ligantes
pentadentados que sean sumamente estables al coordinarlos con cationes metdlicos y solubles en
agua. En el sistema H;OxP se modific6 el dendrimero PAMAM generacién cero con 2,3-
butanodiona monoxima, para estudiar si este tipo de ligantes, al tener en la estructura de un
dendrimero y oximas como grupos nucleofilicos, interaccionan favorablemente con sustratos poco
solubles y presentan mayor reactividad.

3. Hipotesis

Se espera que los ligantes amino y amidoxima propuestos sea comporten como a-nucledfilos en la
hidrdlisis de 4-nitrofenil acetato en disolucion acuosa. Se espera que en presencia de cationes
metalicos divalentes formen iones complejos en disolucion coordinAndose a los grupos amina 'y a
los grupos oxima por el atomo de N, acidifiquen al grupo oxima por coordinacion y éste no pierda
su reactividad nucleofiica. Se espera que las especies en disolucibn que son activas

cinéticamente tengan una estructura del tipo de las mostradas en la figura 3.1.

OH

/

AN
/Z
|o\z

\
—/ﬂ

Figura 3.1 Estructuras propuestas de las especies que se esperan sean activas cinéticamente en la
hidrélisis de 4-nitrofenil acetato en presencia y ausencia de cationes metalicos.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo principal

El objetivo central de este trabajo es lograr complejos metal-oximato con cationes metalicos
divalentes (Co*, Ni**, Cu*, Zn*" y Cd**) que sean estables en disolucién acuosa en un intervalo
amplio de pH, 5-12, y posean gran reactividad esterolitica empleando ligantes polidentados
derivados de poliaminas alifaticas que contengan uno o varios grupos oxima como nucledfilos.

4.2. Objetivos particulares

e Sintetizar los ligantes a partir de la condensacién de 2,3-butanodiona monoxima con
dietilentriamina, iminodiacetonitrilo o hidroxilamina, asi como la modificacion de un
dendrimero PAMAM generacion 0 y caracterizarlos mediante técnicas espectroscopicas
convencionales (RMN-‘H, RMN-"°C, IR, espectrometria de masas y andlisis elemental).

e Realizar un estudio cinético de la reactividad esterolitica de los ligantes libres en funcién del
pH frente al sustrato 4-nitrofenil acetato.

e Determinar las constantes de velocidad de segundo orden para cada forma protonada de
los ligantes. Para ello se hara una variacion de la concentracion de cada ligante a varios
valores fijos de pH fijo y, si la reaccién es de primer orden respecto al ligante, de la
pendiente de la recta se calculan las constantes de velocidad de segundo orden aparentes.
El analisis de estas constantes aparentes en funcion del pH nos permite calcular las
constantes de oximalisis.

e Estudiar la reactividad esterolitica de los ligantes en presencia de diferentes cationes
metélicos divalentes: zZn*, Cd**, Cu®* y Ni**, a valores fijos de pH. Para los cationes
metalicos con mayor reactividad esterolitica se haran estudios de la dependencia de la
rapidez en funcion del pH lo cual permitird indagar sobre las especies que participan en la
ruptura catalitica de 4-NFA.

e Determinar los valores de pK, tanto de los ligantes libres como sus complejos con los
cationes metalicos que hayan presentado una mayor reactividad frente al sustrato 4-NFA,
mediante titulaciones potenciométricas

e Analizar la reactividad observada en funcién de las especies presentes en disolucion y
separar las contribuciones individuales.

e Comparar las constantes de reactividad individuales con diferentes cationes metalicos y
con la de otros complejos metal-oximato en disolucién acuosa.
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5. Metodologia

5.1 Reactivos y disolventes

Tabla 5.1. Estructuras y algunas propiedades de los reactivos utilizados.

Nombre Estructura Propiedades
2,3-Butanodiona monoxima N,OH Masa molar: 101.1 g/mol
Hg,C\%),C\CH3 Sigma Aldrich
@] 2 98%
Dietilentriamina HoN o~~~ NH2 Masa molar: 103.17 g/mol
H Sigma Aldrich
0:0.955 g/mL
=298 %

Dendrimero PAMAM

generacion 0.0

Hidroxilamina

Iminodiacetonitrilo

Hﬁ
ﬁj wi

I

NH,

H,N——OH

o
/\/NHZ
N
H
"

Masa molar: 516.69 g/mol
Sigma Aldrich
20% wt. en metanol
0:0.854 g/mL

Masa molar: 33.03 g/mol
Sigma Aldrich
6:1.078 g/mL
50 wt. en H,O

Masa molar: 95.11 g/mol
Alfa Aesar
95 %
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Continuacion Tabla 5.1.

Nombre Estructura Propiedades
) H—ClI
Acido clorhidrico Masa molar: 36.46 g/mol
J.T.Baker
NaOH
Hidroxido de sodio Masa molar: 40.00 g/mol
J.T.Meyer
NaCl
Cloruro de sodio Masa molar: 58.44 g/mol
O OH J.T.Baker
K+
Biftalato de potasio oK Masa molar 204.22 g/mol
Sigma Aldrich 99.5%
Disolventes
H
|
Etanol H\C/\c\/ Masa molar: 46.07 g/mol
H N J.T.Baker 96%
Fll H
/
Metanol b=t Masa molar: 32.04 g/mol
& J.T.Baker
O
Acetato de etilo )]\O/\ Masa molar: 88.11 g/mol
J.T.Baker
Diisopropil éter Masa molar: 102.17 g/mol
o Sigma Aldrich
o ()..
Agua / \ Masa molar: 18 g/mol
H H
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Continuacién Tabla5b.1.

Nombre Estructura Propiedades
H\
Acetonitrilo H‘"‘P_CEN Masa molar: 41.05 g/mol
H J.T.Baker

Diclorometano

Hexano

Masa molar: 84.93 g/mol
J.T.Baker

Masa molar: 84.18 g/mol
J.T.Baker

Amortiguadores

Acido 3-(ciclohexilamino)-1-

propanosulfénico, CAPS

Acido 3-(4-(2-hidroxietil)
piperazina-1-il) propano
sulfonico

Acido 2-(N-morfolino)
etanosulfénico
MES

Acido 2-(ciclohexilamino)
etanosulfénico
CHES

Masa molar: 221.32 g/mol
pka (25°C): 10.4
Intervalo de pH:9.7 —11.1
Sigma Aldrich = 98%

Masa molar: 252.33 g/mol
pka (25°C):
Intervalo de pH:
Sigma Aldrich = 95.5 %

Masa molar: 195.24 g/mol
pka (25°C): 6.1
Intervalo de pH: 5.5- 6.7
Sigma Aldrich = 99%

Masa molar: 207.29 g/mol
pka (25°C): 9.3
Intervalo de pH: 8.6 -10.0
Sigma Aldrich = 99.0%
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Continuacioén Tabla5b.1.

Nombre Estructura Propiedades
Acido 3-(N-morfolino) Masa molar: 209.26 g/mol
propanosulfénico J/\N/\/\SO3H pka (25°C): 7.2

MOPS

0]

Intervalo de pH: 6.5-7.9
Sigma Aldrich = 99.5%

Cationes metalicos

Perclorato de zinc (ll)

Masa molar: 372.38 g/mol

hexahidratado Zn(ClO,),e6H,0 Sigma Aldrich
Perclorato de niquel (Il Ni(ClO,),e6H,0 Masa molar: 365.70 g/mol
hexahidratado Alfa Aesar
Nitrato de cadmio (I) Cd(NO;),e6H,0 Masa molar: 344.42 g/mol
Alfa Aesar
Perclorato de manganeso Mn(CIO,),e6H,0 Masa molar: 361.93 g/mol
(I hexahidratado Alfa Aesar
Perclorato de cobalto (Il) Co(ClO,),#6H,0 Masa molar: 366.74 g/mol
hexahidratado Alfa Aesar
Sustratos
0
O)J\CHg
4-nitrofenil acetato Masa molar: 181.15 g/mol
Sigma Aldrich
NO.
? 299.0%

Dietil 4-nitrofenil
fosfato

(Paraoxdn)

Masa molar: 275.20 g/mol
Sigma Aldrich
Grado analitico
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5.2. Instrumentacion

La caracterizacién (RMN-'H, RMN-"*C, IR, espectrometria de masas y andlisis elemental) de los
ligantes se llevd a cabo en la Unidad de Apoyo de Servicio a la Investigacion y la Industria (USAII)

de la Facultad de Quimica.

Se utilizé para el estudio de la reactividad un espectrofotometro UV-vis Hewlett Packard 8453
(ventana espectral de 190-1100 nm, resolucion de 1 nm, precision de longitud de onda < 1 + 0.5),
el cual cuenta con un transportador multicelda con temperatura regulada gracias a un recirculador
marca Fischer Scientifics Isotemp 1016S (+0.1°C), se utilizaron celdas de polimetiimetacrilato con
una longitud de paso 6ptico de 1 cm y con una capacidad de 3 mL.

Se utilizaron micropipetas Eppendorf Research de 1000, 100 y 10 uL para las adiciones en cada
disolucién. Para la mediciébn de pH se utiliz6 un electrodo de vidrio Orion 8103BN con un
potenciometro Orion modelo 710A con una precision de + 0.005 unidades de pH, antes de cada
medicion se calibr6 con amortiguadores estandar de referencia de pH 4.00, 7.00 y 10.00 (Aldrich,
precision de = 0.01 a 25°C). Para las titulaciones potenciométricas se utilizd una celda de vidrio
regulada a 25°C, con capacidad de 10 mL y 25 mL. En el proceso de sintesis de los ligantes se
utilizé un rotavapor con control digital y bomba de vacio Buchi.

5.3. Sintesis del ligante H,OxIm (L1)

Se realizdé una condensacion entre hidroxilamina e iminodiacetonitrilo [Barot 1972] con exceso de
hidroxilamina. En la condensacion se emplearon 0.82 g de iminodiacetonitrilo (8.63 mmol) y 2.12
mL de hidroxilamina en disolucion (34.5 mmol), en una mezcla de metanol/agua 1:1, se dejo
agitando por 48 horas a temperatura ambiente, posteriormente el disolvente se eliminé en el
rotavapor y al liquido resultante se agregé etanol absoluto donde precipité un sélido blanco el cual
se filtr6. En la figura 5.3.1 se muestra el esquema de reaccién. La caracterizacion se realizdé con

técnicas espectroscopicas convencionales.

HO OH

N /

N N

N N
\ / MeOH/HZO | |
\\/NH/ + 2 H,N—OH —_— > H
T°amb. 48 hrs
N NH

Ha 2

Figura 5.3.1. Esquema de reaccion para la obtencién de H,OxIm.
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Se obtuvo un sélido blanco con un rendimiento del 78.2 %. En la figura 5.3.2 se muestran los
espectros de RMN-'H y *C de la amidoxima H,OxIm obtenidos en D,O. El singulete en 3.25 ppm

corresponde a los protones metilénicos 3 y 5 de la figura 5.3.2 que se desplazan a campo alto
comparados con los de iminodiacetonitrilo que estan en 3.7 pm, mientras que los otros protones se
intercambian en agua. Al ser una molécula simétrica sélo presenta dos sefiales en *C que
corresponden al carbono del grupo metileno en 46.54 ppm y al carbono del grupo oxima en 154.61

ppm, que son los carbonos 5y 6 respectivamente.

-3.25
-154.61
-46.54

HO_ OH H% N (9)H
1 ﬂ Ee ‘& " I{
0 |
4~
HN™ s e NH, HeN” e

| |

12.0 11.511.0 10.5 10.0 9.5 9.0 85 80 7.5 7.0 65 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0 2.5 20 1.5 10 0.5 0. 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 5.3.2. Espectros de RMN-"H y **C de la amidoxima H,OxIm, en D,0.

En el espectro de IR, la sefial de 2100 cm™ correspondiente a los grupos nitrilo desaparece y en su
lugar aparece una sefial en 1680 cm™ correspondiente al alargamiento del enlace C=N de la
amidoxima H,OxIm (ver Anexo I), y si bien las sefales para las oximas alifaticas usualmente se
encuentran en 1685-1650 cm™ [Pretsch 2009] en este caso se encuentra desplazada debido a la
presencia del grupo amina. En la tabla 5.3.1 se enlistan los principales grupos funcionales
presentes en H,OxIm y sus respectivas frecuencias de vibracion (en niamero de onda, v, cm™).

Tabla 5.3.1. Grupos funcionales importantes de la amidoxima H,OxIm.

Grupo funcional v (cm™) e intensidad Enlace
Amina secundaria 3226, s N-H
1663, vs N-H def.
Amina primaria 3403, vs y 3316, s N-H
1680, s -C=N-OH
Oxima 2980-2700, m OH st
922, m N-O st
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Para este ligante H,OxIm, C;HgNsO,, el analisis elemental da porcentajes calculados de C 29.81, H
6.88 y N 43.46% que son muy cercanos a los porcentajes experimentales que fueron C 29.59, H
6.98 y N 42.07% y el espectro de masas obtenido mediante la técnica APCI en donde se obtiene la
molécula mas un protén (Anexo I) es congruente con una masa molar 161.16 g/mol, EM (APCI")
[m/z] 162.0986. De estos resultados podemos decir que efectivamente sintetizamos el ligante
H,OxIm.

5.4. Sintesis del ligante H,OxDien (L2)

Se llevdo a cabo una condensacion entre 2,3-butanodiona monoxima (BDMO) y dietilentriamina
[Serbest 2001] para obtener la imina correspondiente, haciendo reaccionar 2.7359 g de BDMO
(27.1 mmol) y 1.167 mL de dietilentriamina (10.8 mmol) en 3 mL de etanol, se dejé agitando a
temperatura ambiente y después de una hora precipité un sélido de color blanco, este precipitado
se lavo con éter etilico y se filtr6. Posteriormente este solido se redujo utilizando borohidruro de
sodio. Para ello se pesaron 0.4986 g de imina (1.85 mmol) y se adicionaron 5 mL de metanol seco,
se agregaron 0.1402 g de borohidruro de sodio (3.71 mmol) y la disolucién se agité a temperatura
ambiente durante cuatro horas y media, al final de la reaccion se adicioné agua y se ajusté el valor
de pH para poder extraer la mayor cantidad de ligante neutro. Finalmente, éste se extrae con una
mezcla de diclorometano-metanol 20:80, que al evaporarse deja un aceite ligeramente amarillo. En
la figura 5.4.1 se muestra el esquema de reaccion.

OH H
o N~ 1)EtOH, T amb. \')\N/\/N\/\NJY
HIN A~y SNH2 42 / —_—> | H H Nl

H 2) NaBH,, MeOH HO,N X

OH
Figura 5.4.1. Esquema de reaccion para la obtencion de H,OxDien.

La sintesis del ligante H,OxDien involucré primero la obtencién de la imina al condensar
dietilentriamina con BDMO, la cual se obtuvo como un solido blanco con un rendimiento del
75.14%. Al reducir la imina con borohidruro de sodio, se obtuvo la aminoxima H,OxDien como un
aceite amarillo palido con un rendimiento del 94.8%. En la figura 5.4.2 se muestra el espectro de
RMN-'H de la imina y en la figura 5.4.3 el espectro de RMN-"H de H,OxDien; sus desplazamientos

guimicos se enlistan en la tabla 5.4.1
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Figura 5.4.2. Espectro de RMN-'H de la imina precursora del ligante H,OxDien en DMSO-dg
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Tabla 5.4.1. Desplazamientos quimicos del ligante H,OxDien.

No.de | '"H & No. de 'H&
Protén | (ppm) | Multiplicidad | Integracion Proton (ppm) | Multiplicidad | Integracion
Imina Imina H,OxDien H.Dien
11,18 1.88 Singulete 6 12,15 1.07 Doblete 6
12,17 1.99 Singulete 6 11, 16 1.66 Singulete 6

3,5 2.83 Triplete 4 2,6 2.45 Triplete 4

2,6 3.44 Triplete 4 3,5 2.63 Triplete 4
13,19 11.45 Singulete 2 8,13 3.21 Cuadruplete 2

Al hacer la reduccion para obtener H,OxDien observamos en el espectro de RMN-'H que la sefial

en 1.88 ppm para la imina desaparece y en su lugar aparece un doblete en 1.07 ppm

correspondiente a los protones de los metilos 12 y 15 de la figura 5.3.3 y que los protones 8 y 13

se acoplan a los protones de estos metilos dando un cuadruplete en 3.21 ppm que integra para

dos protones. Al analizar los espectros de RMN-*C de la imina y H,OxDien se observa que la

sefial en 164.20 ppm correspondiente los grupos imina (carbonos 8 y 13) se desplaza hacia campo

alto apareciendo en 56.42 ppm y la sefial de 8.74 ppm de los carbonos 12 y 15 se desplaza a

19.11 ppm. El resumen de los desplazamientos quimicos de RMN-'*C para la imina y para el

ligante H,OxDien se enlistan en la tabla 5.4.2, y en las figuras 5.4.4 y 5.4.5 se muestran los

espectros de la imina y del ligante.

Tabla 5.4.2. Desplazamientos quimicos del ligante H,OxDien en RMN-"C.

No.de | 'H ® No. de 'H5
Proton | (ppm) Multiplicidad | Integracion Proton (ppm) | Multiplicidad | Integracion
Imina Imina H,OxDien | H,Dien
11,18 1.88 Singulete 6 12,15 1.07 Doblete 6
12,17 1.99 Singulete 6 11, 16 1.66 Singulete 6

3,5 2.83 Triplete 4 2,6 2.45 Triplete 4

2,6 3.44 Triplete 4 3,5 2.63 Triplete 4
13,19 11.45 Singulete 2 8,13 3.21 Cuadruplete 2
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En los espectros de infrarrojo de la imina precursora y del ligante H,OxDien (Anexo I), observamos
que la banda de intensidad fuerte de la imina en 1630 cm™ ya no se observa después de la
reduccion y ahora en la region de 1600 cm™ se encuentra una banda de intensidad media
correspondiente a las oximas alifaticas simétricas presentes en el ligante, y se observan sefiales
de aminas secundarias en la regién de 2964-2842 cm™. En la tabla 5.4.3 se enlistan los grupos
funcionales presentes en la imina y en H,OxDien con sus respectivas frecuencias de vibracion (en
ndmero de onda, v, cm™).

Tabla 5.4.3. Grupos funcionales importantes del ligante H,OxDien.

Grupo Enlace Sefial v (cm™) e intensidad Sefial v (cm™) e intensidad
funcional Imina H,OxDien.
Imina C=Nst 1630, vs -
Amina N-H 3278 y 2932, m -
secundaria N-H* - 2964, 2923, 2842, s
-C=N-OH 1630, vs 1648, m
Oxima OH st 2492, w 3246-2842, s
N-O st 957, s 942, m

Para la imina precursora del ligante H,OxDien, C;,H,3NsO,, el analisis elemental da porcentajes
tedricos de C 53.51, H 8.61 y N 26.00% y obtuvimos porcentajes experimentales de C 53.14, H
8.46 y N 25.57%, mientras que para el ligante H,OxDien, C1,H,3NsO,0H,0, el andlisis elemental da
porcentajes tedricos de C 49.46, H 10.03 y N 24.03% vy los porcentajes experimentales fueron C
49.24, H 947 y N 21.73% vy los resultados de espectrometria de masas, EM (APCI") [m/z]
274.2205, son congruentes con una molécula de masa molar 273.38 g/mol mas un proton, por lo

gue podemos decir que efectivamente sintetizamos el ligante H,OxDien.

5.5. Sintesis del ligante H4OxP (L3)

Se hizo una condensacion para obtener la imina correspondiente pesando 0.3232 g de BDMO (3.2
mmol) que se hicieron reaccionar con 800 pL (0.26 mmol) de PAMAM generacion cero en 2 mL de
metanol, la condensacion se llevo a cabo durante cuatro horas, en donde se formo un precipitado
blanco el cual se lavé con metanol y se filtr6. Posteriormente se redujo con borohidruro de sodio, a
0.1432 g de imina (0.16 mmol), se le adicionaron 7 mL de metanol seco y 0.0471 g de NaBH, (1.26
mmol) disueltos en otros 7 mL de metanol seco, después de 5 horas agitando a temperatura
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ambiente, el disolvente se elimind en el rotavapor y se agregaron 10 mL de agua, se ajusté el valor

de pH y finalmente se evapor6 a sequedad. Una vez que se evapor0 toda el agua, la mezcla se

extrajo con una mezcla de diclorometano-metanol, se evaporé completamente y sec6 al vacio. El

ligante se obtuvo como un sélido blanco. En la figura 5.5.1 se muestra el esquema de reaccion.

HN
(o)
H\N%\\
oﬁj
jNH
N

D

e~

pas
-

2) NaBH,/MeOH

s T
Q U

L\

Figura 5.5.1. Esquema de reaccion para la obtencion de H,OxP.

Para obtener el ligante primeramente se obtuvo la imina al condensar el dendrimero PAMAM

generacion cero con BDMO, la cual se obtuvo como un soélido blanco con un rendimiento del

50.93%.

Al reducir la imina se obtuvo la aminoxima H,OxP como un sdélido blanco con un

rendimiento del 77.28%. En la figura 5.5.2 se muestra el espectro de RMN-'H de la imina y en la

figura 5.5.3 el espectro de RMN-'H de H,OxP. Sus desplazamientos quimicos se enlistan en la

tabla 5.5.1.
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Figura 5.5.2. Espectro de RMN-'H de la imina precursora del ligante H;OxP en DMSO-dg

En el espectro de RMN-"H observamos que la sefial en 1.91 ppm para la imina desaparece y en su
lugar se tiene un doblete en 1.04 ppm al reducirse y obtener H,OxP, cuya sefial corresponde a los
protones de los metilos 40, 46, 54, y 59 de la figura 5.5.2; también al reducirse la imina los
protones 37, 43, 49 y 55 se acoplan a los protones de los metilos, por lo tanto se puede observar
un cuadruplete en 3.20 ppm que integra para cuatro protones. Al analizar los espectros de RMN-
3C de la imina (figura 5.5.4) y H,OxP (figura 5.5.5) se observa que una de las sefiales a campo
bajo, 156.57 ppm, correspondiente a los grupos imina (carbonos 38, 44, 50 y 56) se desplaza
hacia campos mas altos como consecuencia de la reduccién, dando asi una sefial en 56.31 ppm.
Los desplazamientos quimicos de RMN-"*C para la imina y para el ligante H,OxP se enlistan en la
tabla 5.5.2.
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Tabla 5.5.1. Desplazamientos quimicos de H,OxP.

Figura 5.5.3. Espectro de RMN-"H del ligante H,OxP en DMSO-dg

NUmero de H & Integracion y Numero de H5 Integracion y
proton (ppm) multiplicidad proton (ppm) multiplicidad
Imina Imina H,OxP H,OxP

40, 46,54 59 191 12, singulete 40, 46,54 ,59 1.05 12, Doblete
41, 47,53, 58 1.97 12, singulete 41, 47,53 ,58 1.65 12, Singulete
6,14 ,22,30 2.19 8, triplete 27,35,12,20 1.84 4, Singulete
5,13,21,29 2.62 8, triplete 6,14 ,22,30 2.17 8, Triplete
3,2 2.41 4, singulete 5,13,21,29 2.37 8, Triplete
11,19,26, 34 3.39 8, multiplete 2,3 241 4, Singulete
8,16,24,32 7.97 4, triplete 11,19,26,34 2.61 8, Triplete
42, 48,52 ,60 11.43 4, singulete 10, 18,25, 33 3.06 8, Cuadruplete
37,43,49,55 3.20 4, Cuadruplete
8,16, 24,32 7.87 4, Triplete
42 , 48,52 ,60 10.34 4, Singulete
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Tabla 5.5.2. Desplazamientos quimicos en RMN-'*C de H,OxP.

Figura 5.5.4. Espectro de RMN-"*C de la imina precursora del ligante H4OxP en DMSO-dg.

Numero | No. de Carbono ¥C & (ppm) NUmero No. de Carbono 3C 5 (ppm)
de sefal Imina Imina de sefal H,OxP H,OxP
1 7,15,23,31 17151 1 7,15,23,31 171.36
2 37,43,49,55 164.74 2 38, 44,50, 56 158.31
3 38, 44,50, 56 156.57 3 37,43,49,55 56.31
4 11,19,26, 34 50.89 4 2,3 50.98
5 2,3 49.78 5 5,13,21,29 49.82
6 5,13,21,29 48.64 6 11,19,26, 34 46.35
7 6,14 ,22,30 33.14 7 6,14 ,22,30 38.79
8 10, 18,25,33 24.93 8 10, 18, 25,33 33.22
9 40, 59 13.24 9 40, 46,54, 59 19.15
10 46 , 54 9.10 10 41, 47,53, 58 8.29
11 41, 47,53 ,58 8.00 -
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Figura 5.5.5. Espectro de RMN-'3C del ligante H4OxP en DMSO-ds.

Para la imina precursora del ligante H,OxP, CsgHegN14Og - 4H,O, el andlisis elemental da
porcentajes tedricos de C 49.55, H 8.32 y N 21.29% y obtuvimos porcentajes experimentales de C
49.94, H 8.09 y N 20.86%. Para el ligante H,OxP, CssH:6N14O5 -6H,0, el andlisis elemental da
porcentajes teodricos de C 47.29, H 9.19 y N 20.32% y los porcentajes experimentales fueron C
47.20, H 8.68 y N 19.95% y el resultado de espectrometria de masas, EM (APCI") [m/z] 858.57, es
congruente con una molécula de masa molar 857 g/mol mas un proton. Este compuesto es
higroscoépico, lo cual es muy bueno porque se quiere que sean muy solubles en agua, pero cierta
variacion en la cantidad de agua puede dar error en el andlisis elemental ya que depende de como

se manipule la muestra.

Tanto la imina como el ligante H,OxP se caracterizaron también por espectroscopia de infrarrojo
por reflectancia FTIR; los espectros se encuentran en el Anexo |y en la tabla 5.5.3 se enlistan los
grupos funcionales presentes en la imina precursora y en el ligante H,OxP con sus respectivas
bandas de vibracion. De manera similar a lo observado con otros ligantes, la banda de intensidad
fuerte de la imina en 1625 cm™ no se observa después de la reduccion y la banda de alargamiento
de N-O pasa de 982 cm™ en la imina a 943 cm™ en el ligante. Las sefiales que observamos son
congruentes con la estructura propuesta
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Tabla 5.5.3. Grupos funcionales importantes de la aminoxima H,OxP.

Grupo funcional Enlace v (cm™) e intensidad v (cm™) e intensidad
Imina H,OxP
Amina secundaria N-H 3208, vs 3259, s
Amida HNC=0 1568, vs 1552, s
Imina C=N st 1625, vs -

-C=N-OH 1625, s 1632, vs

Oxima OH st 3500-2800, s 3500-2800 s
N-O st 982, m 943, w

5.6. Programas

e Origin Pro 8.5.0: Se utilizé en el andlisis de datos de las pruebas cinéticas realizadas, asi
como de las titulaciones potenciométricas.

e MestReNova 12.0: Andlisis de los espectros obtenidos de RMN de 'H y **C.

e HyperQuad: Determinacion de las constantes de formacion para obtener los valores de pK,
de los ligantes, asi como de sus complejos con los cationes metalicos divalentes.

e HySS: Determinacion de las especies presentes en disolucion.

e HypSpec: Determinacion de las constantes de formacion globales de las titulaciones
espectrofotométricas realizadas.

5.7. Condiciones generales de las disoluciones

e Disoluciones de para los estudios cinéticos

Las disoluciones empleadas en cinética se prepararon en agua destilada y desionizada. Se
prepararon disoluciones stock de los ligantes a partir de las cuales se hicieron diluciones. Se
prepararon disoluciones stock de los cationes metdlicos y se estandarizaron mediante
titulaciones con EDTA, Zn metalico de alta pureza (99.999%), NET y rojo de metilo como
indicadores. Se emplearon disoluciones stock de amortiguadores biolégicos, EPPS, CHES,
MOPS y CAPS dependiendo del pH deseado y su concentracion en celda fue siempre 50 mM.
Se utilizaron este tipo de amortiguadores porgue son poco coordinantes y, a las condiciones de
trabajo, no se coordinan con los cationes metalicos empleados ademéas de que nos permiten

cubrir un intervalo amplio de pH con compuestos de estructuras similares (tipo morfolino
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etanosulfénico) y no interfieren en las mediciones cinéticas a 400 nm. Todas las mediciones
cinéticas se realizaron a 25°C. Las celdas se prepararon mezclando las cantidades apropiadas
en volumen de las disoluciones stock, se complet6 el volumen de 2000 microlitros con agua, y
antes de iniciar y al término de cada reaccion se midio el pH en celda. Las reacciones se
iniciaron con la adicién del sustrato, y se hicieron mediciones por triplicado. Los errores en las
constantes de rapidez observadas reportadas en las tablas que se incluyen en este trabajo son

menores a un valor de (5) en la ultima cifra significativa reportada.

e Disoluciones para las titulaciones potenciométricas y espectrofotométricas

Las titulaciones se realizaron empleando concentraciones de 5 a 10 mM de ligante y cationes
metalicos para potenciometria y empleando concentraciones 0.05 a 0.5 mM para
espectrofotometria, las cuales se prepararon en matraces volumétricos a partir de las
disoluciones stock antes mencionadas y se mantuvieron durante las titulaciones en celdas
termostatadas bajo flujo de nitrégeno. En las titulaciones se adicionaron tantos equivalentes de
HCI estandarizado como fueron necesarios para asegurar la protonaciéon de todos los grupos
presentes en los ligantes. Como titulante se utilizé NaOH preparado fresco en agua destilada,

desionizada, estandarizado y se burbujed nitrogeno.

e Sustrato

La disolucion stock del sustrato modelo, 4-NFA, se preparo en acetonitrilo, ya que se mantiene
en un disolvente polar aprético para que no se hidrolice tan rapidamente como sucede en
disolucion acuosa; estas disoluciones se prepararon frescas y se verificé que el sustrato no
estuviera hidrolizado parcialmente al hacer las adiciones a las celdas de reaccion. En las
celdas se hicieron tipicamente adiciones de 20 pyL de 4-NFA para obtener una concentracion
final dentro de la celda de 0.05 mM de 4-NFA en un volumen final de 2 mL (1% de acetonitrilo).
También se utilizaron celdas de 1.0 mL con volumen minimo de 0.5 mL en donde se hicieron
adiciones de 10 pL del sustrato 4-NFA (2% de acetonitrilo). En cada reaccién se verificd que la
absorbancia final correspondiera a la hidrolisis completa del sustrato.
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6. Resultados

6.1. El ligante H,OxIm

HO OH

Ny N

T
N
H,N NH

H,OxIm (L1)

2

Este ligante fue seleccionado para estudiar su reactividad esterolitica y compararlo con cetoximas
tipo H.dapd que antes fueron reportadas [Yatsimirsky 1998] y amidoximas tipo HPyAmOXx [Lopez
2017] porque por un lado, las amidoximas son mas basicas y por lo tanto se esperaria que sean
nucledfilos mas fuertes y por otro, al ser tridentada y flexible, se espera forme complejos metalicos
razonablemente estables con los grupos oxima coordinados por nitrdgeno con la consecuente
disminucion de los valores de pK, de las oximas; se espera que los complejos resultantes tengan
reactividad nucleofilica a menores valores de pH que el ligante. Si bien la sintesis de este ligante y
sus complejos de cobre y niquel esta reportada [Cullen 1970], no hay ningin reporte en la

bibliografia de la reactividad esterolitica de la bisoxima libre o coordinada.

6.1.1. Determinacion de las constantes de acidez para el ligante H,OxIm

La determinacion de las constantes de acidez para H,OxIm se hizo mediante titulaciones
potenciométricas ya que los protones de los grupos amina y oxima de este ligante alifatico no se
pueden ver claramente en RMN porgue las sefiales se ensanchan o no son visibles en agua
deuterada; el espectro UV-vis del ligante se encuentra principalmente en la region del ultravioleta,
en donde los contraiones inorganicos sencillos interfieren por lo que las titulaciones
espectrofotométricas no resultan de gran utilidad. Las titulaciones potenciométricas para H,OxIm
se hicieron en el intervalo de concentraciones entre 5-10 mM, bajo atmdsfera de nitrégeno, a 25°C
en una celda termostatada, por triplicado para cada concentracion, utilizando como titulante NaOH
recién preparado y estandarizado. A cada una de las disoluciones preparadas para titular se le
adicionaron tres equivalentes de HCI para asegurar la protonacion de todos los grupos amina. En
la Figura 6.1.1 se muestra el analisis simultaneo de los datos de 10 titulaciones potenciométricas a
diferentes concentraciones en el programa Hyperquad, empleado para la determinacién de las
constantes de acidez, y en la tabla 6.1.1 se resume los valores promedio de las constantes de
formacion obtenidas, con el error en forma de desviacion estandar, asi como los valores de pK,

gue se obtienen a partir de estas constantes acumulativas.
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Figura 6.1.1. Ajuste simultaneo de 10 curvas de titulacion en el programa Hyperquad para la determinacién
de los valores de pK, de H,OxIm.

Tabla 6.1.1. Logaritmo de las constantes de formacion, logp, y valores de pK, de H,OxIm.

Especie Log B *ds pKa
HOXxIm 12.64 £ 0.07 12.64
H,OxIm 24.65 + 0.04 12.01
H;OxIm" 30.51 £0.05 5.86
H,OxIm** 34.71 £ 0.06 4.20
HsOxIm** 35.23 £0.27 0.52

La asignacion de los valores de pK, para la protonacion de aminas alifaticas primarias,
secundarias y para los grupos oxima, se hizo en funcién de compuestos conocidos. Se seleccioné
como mejor esquema de protonacion aquél que incluye valores de pK, cercanos a los esperados
para los grupos funcionales, que tiene menores errores en las constantes (expresados como
desviaciones estandar y como los parametros estadisticos del ajuste) y en el que las constantes
obtenidas de los ajustes iteran a los mismos valores sin importar el valor estimado del que se parte
dentro del programa Hyperquad. Los valores de pK, que se asignaron a los grupos amidoxima son
12.01 y 12.64, los cuales son mayores que el valor estimado para el pK, de la oxima de la 1,2-
(hidroxiimino)propil)amino)propan-2-ona oxima, la dioxima correspondiente, 11.72 (Datos teoricos
pKa = 5.97 y pKy, = 11.72 tomados de Key Physical Properties de SciFinder, ACS), lo cual

resulta razonable porque se esperaria fuera mas basica. En la figura 6.1.2 se muestra los
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equilibrios de disociacion acida para cada una de las especies correspondientes al ligante H,OxIm
y sus valores de pKa,.
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Figura 6.1.2. Equilibrios de disociacién acida para el ligante H,OxIm.

6.1.2. Determinacion de las constantes de formacion del ligante H,Oxlm con

cationes metéalicos.

Se determinaron las constantes de formacion de este ligante con los cationes metalicos cu*, zn*
y Cd*" ya que sus complejos mostraron reactividad esterolitica en disolucién acuosa. Se titularon
mezclas del ligante H,OxIm con la sal del cation metalico en proporciones ML 1:1 y 1:2, en
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concentraciones 2-10 mM empleando como titulante disoluciones de NaOH estandarizadas y
recién preparadas en agua, a 25°C y bajo N, para evitar la absorcion de carbonatos; la titulacién
se detuvo ante la apariciéon de algun precipitado.

El sistema méas sencillo para esta amidoxima tridentada resulté ser con Cd** para el que se
encontraron Unicamente especies que contienen metal y ligante en proporcion 1:1 con diferentes
grados de protonacién: [CdLH,]**, [CdLH]* y [CdL], figura 6.1.3. No se formaron complejos con
mayor proporcién de ligante incluso cuando se empled un exceso 2:1 sobre el cation metélico y,
aungue las titulaciones en proporcion 1:1 solo se hicieron hasta pH 10.0 por la aparicion de
precipitado, el exceso de ligante 2:1 nos permitié llegar hasta pH 12.1. En la tabla 6.1.2 se
muestran los valores logaritmicos de las constantes de formacién acumulativas de las especies
formadas en disolucion con este ligante y Cd*". Cabe mencionar que entre todos los complejos
metal-oximato que se han estudiado en el grupo de trabajo, éste es el Unico caso en el que ha sido
necesario incluir la especie [CAL(OH)] para el ajuste de los datos potenciométricos. Este complejo
debe ser muy estable para que la formacion del hidréxido metalico no compita con la

desprotonacién de una molécula de agua coordinada.
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Figura 6.1.3. Ajuste simultaneo de tres curvas de titulacion en el programa Hyperquad para Ia determlnacmn
de los valores de las constantes de formacion acumulativas de las especies de H,OxIm y cd* formadas en
disolucion.
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Tabla 6.1.2. Logaritmos de las constantes de formacién acumulativas de las especies con Cd* y
sus valores de pK..

Equilibrio de formacién del ion complejo log B £ds

Cd+ L + 2H =—— [CdLH,]** 28.54 +0.05

Cd + L+ H =———= [CdLH[ 19.2 +0.08

Cd + L =——=|[CdL] 8.34 £ 0.10

Cd+ L+ OH =—— [CAL(OH)T 10.37 £0.10
Equilibrios acido-base pK,
[CALH,]” =——= [CdLH] + H' 9.34
[CALH]" =———— [CdL] + H' 10.86
[CAL(H,0)]* ==———= [CAL(OH)] + H' 11.47

Los complejos que se forman entre el ligante H,OxIm y Zn** son diferentes que los que se forman
con Cd*. En el mejor modelo de equilibrios en disolucién con Zn** que encontramos, ademas de
los complejos monohidroxo y dihidroxo, [ZnL(OH)] y [ZnL(OH),]*, que hemos observado con otros
ligantes [Lugo-Gonzélez 2017] se forman especies con estequiometria 1:2 metal:ligante con
diferentes grados de protonacion si se hacen titulaciones con dos equivalentes del ligante. Se
SuUpuso que estos compuestos son octaédricos y se tiene un zinc hexacoordinado, ya que el ligante
es tridentado, figura 6.1.4. Al titular con NaOH estandarizada la disolucion del ligante y Zn** en
proporcién 1:1 no se observo la formacion de precipitado sino hasta valores de pH mayores a 12.0
a pesar de que el Zn* es un catibn mas éacido que el Cd**, pK, de Zn(H,0)*" 8.96 y pK, de
Cd(H,0) * 10.06, [Barnum 1983] y su hidroxido precipita a valores de pH menores. En la tabla
6.1.3 se muestran los valores logaritmicos de las constantes de formacion acumulativas, logp, de
las especies formadas en disolucion con este ligante y con Zn**. Si se comparan los valores de pK,
de especies con la misma estequiometria, pero con Zn*" y Cd** (tablas 6.1.2 y 6.1.3) resulta
evidente que los complejos de zinc son mas acidos, lo cual podria causar que fueran menos
reactivos porque la densidad electrénica debe estar mas desplazada hacia el cation metélico y por

lo tanto el atomo nucleofilico tiene menor densidad electrénica.
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Figura 6.1.4. Ajuste simultaneo de 6 curvas de titulacion en el programa Hyperquad para la determinacion de
los valores de las constantes de formacién acumulativas de las especies de H,OxIm y Zn** formadas en
disolucion.

Tabla 6.1.3. Logaritmos de las constantes de formacion acumulativas de las especies con Zn** y
sus valores de pK,.

Reaccion con Zn** log B +ds

Zn + 2L + 4H [ZnLH,” 57.64 +0.12

Zn + 2L + 2H [ZnL,H, ] 40.11 +0.21

Zn + L+ 2H =————=[ZnLH,]* 30.01 +0.05

Zn+L+H=——=[ZnLH’ 22.40 £ 0.07

Zn +L [ZnL] 13.02 +0.09

Zn + L + OH [ZnL(OH)] 15.58 + 0.09
Equilibrios acido-base pK,
[ZnLH,J” =————=[2ZnLH]" + H" 7.61
[ZnLH]" =—— [ZnL] + H' 9.38
[ZnL(H,0)]* =——=[2ZnL(OH)] + H' 11.44

En el caso de las titulaciones con Cu?, la formacion de iones complejos en disolucién se
caracteriza por cambios de color en la disolucién al adicionar Cu®* y al realizar la titulacion de la
mezcla del Cu* vy el ligante H,OxIm con NaOH estandarizado: la disolucién cambia de un color

azul celeste hasta llegar al verde, por ello para este cation metalico se hicieron titulaciones tanto
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potenciométricas como espectrofotométricas. Las titulaciones espectrofotométricas se hicieron en
un intervalo de concentracion de 0.5 a 10 mM en presencia de 1-2 equivalentes de ligante, se
obtuvieron los espectros de UV-vis a cada valor de pH y se analizaron los datos primero con Origin
y después con el programa HypSpec. En la figura 6.1.5 se muestra como ejemplo el analisis
realizado para una titulacion de la mezcla de H,OxIm 6.4 mMy Cu®** 3.2 mM para el cual se uso el
intervalo de longitudes de onda de 450-950 nm. En el espectro completo, 190-1100 nm, se
observa la presencia de varios maximos, sin embargo, algunos de ellos no estan relacionados con
las transiciones “d-d” en el complejo, por lo que para el analisis sélo se empleo el intervalo de 450-
950 nm. En esta figura 6.1.5 en donde se muestra este intervalo es clara la presencia de dos
maximos, uno en 575 y otro en 630 nm. El analisis de los perfiles de absorbancia en funcion del pH
a estas longitudes de onda requiere postular que sucede la desprotonacion de dos especies, una
con pK, cercano a 7.0 y otra con pK, 11.0; estos valores que deberian ser iguales a cualquier
longitud de onda, pero que en realidad son ligeramente diferentes a estas dos longitudes de onda,
se emplearon como punto de partida para los ajustes que se hicieron de manera simultanea a

todas las longitudes de onda en HypSpec.
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Figura 6.1.5. (a) Titulacion de la disolucién de H,OxIm 6.46 mM y Cu(ClO4), 3.23 mM en agua a 25°C (b)
Datos de Abs a 575 nm en funcién del pH, la linea continua muestra un ajuste para dos valores aparentes de
pKa, 6.88 y 11.06, obtenidos a partir de la ecuacion 1.

Absf+AAbs<10(pKa2 _pH)>+AbSO(10(pKa1 +pKa2—2pH))
1410 PKa2=PH) 4 10 PKq1 +PK o= 2PH)

Abs, = Eq. 1

En la figura 6.1.6 se muestra el ajuste realizado en HypSpec. El modelo empleado es similar al del

cadmio e involucra unicamente la formacion de complejos 1:1 metal:ligante con diferentes grados
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de protonacion: [CuLH,]**, [CuLHJ", [CuL], y [CuL(OH)] sin que sea necesario considerar especies
con estequiometria 2:1 aun en las titulaciones en las que se empled un exceso de ligante.
Cualitativamente la formacion de especies de cobre coordinadas con oxigeno es congruente con el
cambio de coloracion de la disolucion hacia el verde hacia el final de la titulacion. Vale la pena
mencionar que estos complejos hidroxo son muy estables en disolucion acuosa y aun a valores de
pH mayores a 12, no se observa la formacién de precipitado para el catibn mas acido empleado,
Cu** (pKa Cu(H,0) 7.96 [Barnum 1983)).
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Figura 6.1.6. Ajuste de la curva de titulacion de H,OxIm 6.4mM y cu® 3.2 mM en el programa HypSpec para
la determinacién de los valores de las constantes de formaciéon acumulativas de las especies con cu*
formadas en disolucién.

En la figura 6.1.7(a) se muestra el andlisis de una titulacién de la mezcla de H,OxIm 0.93 mMYy
Cu®" 0.47 mM para el cual se usé un intervalo mas amplio de longitudes de onda 290-700 nm, ya
gue al estar mas diluida, es posible observar los cambios de absorbancia en longitudes donde las
bandas, que se deben a transiciones en el ligante, son més intensas. En esta figura se observa la
presencia de maximos en 310, 330, 400, 575 y en 630 nm. A valores de pH entre 4 y 9 se observa
gue el espectro sélo tiene dos bandas, una en 330 y otra en 630 nm. Al ir aumentando el pH, la
intensidad de la banda de 330 nm aumenta notablemente y se desplaza ligeramente hacia el rojo
hasta 340 nm, mientras que la banda de 630 nm aumenta en menor proporcion y se desplaza
hacia el azul hasta 575 nm. A valores de pH mayores a 9 aparecen dos bandas adicionales, en

310 y en 400 nm. El andlisis de los perfiles de absorbancia en funcién del pH a 310 y 400 nm,
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figura 6.1.7(b), también corresponde a la desprotonacion de dos especies cuyos valores de pK,

son 7.0y 11.0.
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Figura 6.1.7. (a) Titulacién de la disolucion de H,OxIm 0.93 mM y Cu(ClO,4), 0.47 mM en agua a 25°C, (b)
datos de Abs a 310 nm en funcién del pH, la linea continua muestra un ajuste para dos valores aparentes de
pKa, 6.89 y 10.99 obtenidos a partir de la ecuacién 1.
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Figura 6.1.8. Ajuste de la curva de titulacién de H,OxIm 0.93 mM y cu® 0.47 mM en el programa HypSpec
para la determinacién de los valores de las constantes de formacion acumulativas de las especies con cu®
formadas en disolucién.

El andlisis a todas las longitudes de onda en el intervalo 290-700 nm de manera simultanea
realizado en HypSpec se muestra en la figura 6.1.8 y en la tabla 6.1.5 se resumen los logaritmos
de las constantes de formacién acumulativas de las especies de H,OxIm con Cu** tanto de las

titulaciones espectrofotométricas como de las potenciométricas. Al comparar las constantes de
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formacion acumulativas para [MLH,J**, [MLH]" y [ML], el orden de estabilidad con los cationes
metalicos, logp, es con Cu*>Zn**>Cd*". Los valores de las constantes de formacion acumulativas
de las especies con Cu** medidas por ambas técnicas difieren entre si a valores de pH basico. Es
poco probable que esta diferencia se deba a que se emplearon diferentes concentraciones para
ambas técnicas, ya que de las titulaciones espectrofotométricas a diferentes concentraciones se
pueden obtener las mismas constantes, ademas se hicieron mediciones de la misma disolucion del
pH y del espectro UV-vis a cada valor de pH y se repitieron las titulaciones. Por lo tanto, es posible
gue se pudieran formar especies con la misma estequiometria pero con diferente geometria que
contribuyeran de diferente forma a la absorbancia total a cada longitud de onda, cuya aclaracion
requiere de estudios mas detallados. Sin embargo, estos valores no se corrigieron por la posible
presencia de otros complejos en disolucion, ni se hicieron estudios méas detallados de las especies
en disolucion por otras técnicas (como EPR por ejemplo) porque su reactividad esterolitica es
pequefia comparada con complejos de zinc y cadmio y, aunque resultaron interesantes los
complejos que se forman, no eran el objetivo del presente trabajo. Asi, para el andlisis de los datos

cinéticos se emplearon los valores determinados mediante potenciometria.

Tabla 6.1.5. Logaritmo de las constantes de formacion acumulativas de las especies con Cu* y
sus valores de pK..

Reaccion con Cu™ logp + ds, logp * ds,
espectrofotometria potenciometria

Cu+L+2H =————[CuLH,]” 35.56 £ 0.01 35.53 £ 0.08

Cu+L+H <=————=[CuLH]" 30.56 £ 0.01 29.20 + 0.09

Cu+ L =—=[CuL] 23.75 +0.01 18.83 +0.12

Cu+ L+ OH=————=[CuL(OH)] 26.72 +0.01 21.62 +0.12
Equilibrios acido-base pK, pK,
[CULH,]* =————=[CuLHJ' + H' 5.00 6.33
[CULH]' =——— [CuL] + H' 6.81 10.37
[CUL(H,0)]" =————=[CuL(OH)] + H* 11.03 11.21

En la figura 6.1.9 se muestran los datos espectros electronicos de una mezcla de H,OxIm 6.46 mM
y Cu(CIlO,), 3.23 mM a dos valores diferentes. Se observa que al pasar de pH 1.64 a 12.21 el valor
maximo la longitud de onda de absorcién se desplaza de 626 a 574 nm y su intensidad se duplica,
al mismo tiempo se observa un cambio de color en la disolucion de azul cielo a verde, es decir a
mayor energia. Las especies complejas predominantes a estos valores de pH son respectivamente
[CULH,)*" y [CUL(OH)]. A pH 1.64, la concentracién molar de cobre libre es de 0.076 mM mientras
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gue para el complejo de cobre con el ligante neutro es 3.15 mM, por lo tanto, podria considerarse
que la absorbancia a 574 nm se debe principaimente al complejo [CuLH,]*, el cual tendria un
coeficiente de extincién molar de € = 130 Lmol'cm™ que es 10 veces mayor que el del complejo
[Cu(H,0)s]** que absorbe a 810 nm y tiene un coeficiente de extincion molar de € = 12 Lmol*cm™
[Baker 1998]. A pH 12.2 la concentracion de cobre libre es practicamente cero, 6x10%° M, y
Unicamente hay dos complejos con cobre, [CuL] y [CuL(OH)] en concentraciones 0.2 mMy 3.0
mM respectivamente. Si Unicamente existiera la especie hidroxo, tendria un coeficiente de
extincion molar de 250 Lmol*cm™, pero dada la contribucion de [CuL], debe ser un poco menor a
este valor pero seguramente mayor que 130 Lmol*cm™. Aunque los valores sean estimados, es
claro que los coeficientes aproximados son mayores a los que se podria esperar para complejos
pseudo-octaédricos de cobre pero menores que los que se podria esperar para complejos
tetraédricos (ademés de que los complejos tetraédricos de Cu(ll) no son tan comunes en
disolucién porque facilmente coordinan una molécula del disolvente o contraion y pasan a ser
pentacoordinados [Shimizu 2017], por lo que se podria esperar que hay cierta transferencia de
carga desde el ligante y que ademas se esperaria que ésta fuera mayor cuando el ligante esté

desprotonado.
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Figura 6.1.9. Espectros electrénicos de una disolucién de H,OxIm 6.46 mM y Cu(ClO,4), 3.23 mM a dos
valores diferentes de pH en agua a 25°C.
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6.2. El ligante H,OxDien

HO' OH

H,OxDien (L2)

Se selecciond este ligante bisoxima pentadentado porque se esperaria que con varios cationes
metdlicos forme iones complejos muy estables que se coordinen a través de los grupos amina (el
ligante se parece a una pentamina alifatica no ramificada) y que nos permitan estudiar la
reactividad esterolitica que involucra a sus grupos oxima desprotonados, ya sean libres o
coordinados, a valores de pH entre 7 y 11 para poder comparar la reactividad y estabilidad de sus
iones complejos con las de oximas tetradentadas tipo H,Oxen que fueron estudiadas
anteriormente [Alpizar 2017]. Si bien en el ligante H,Oxen el espaciador entre los grupos oxima es
una cadena de etiléndiamina en lugar de dietiléntriamina, se esperaria que la basicidad y
reactividad de los grupos oxima no se modifigue notablemente ya que es estructuralmente muy

cercana a H,Oxen.

6.2.1. Determinacion de las constantes de acidez para el ligante H,OxDien.

Se hicieron titulaciones potenciométricas para determinar las constantes de acidez de H,OxDien
en el intervalo de concentraciones entre 5-12 mM, bajo atmdsfera de nitrégeno, a 25°C, utilizando
como titulante NaOH estandarizado y agregando tres equivalentes de HCI antes de comenzar la
titulacion para asegurar la protonacion de todas las aminas presentes en la estructura del ligante.
En la figura 6.2.1 se muestra el analisis simultaneo de los datos de cuatro titulaciones en el
programa Hyperquad y en la tabla 6.2.1 se muestran los valores logaritmicos promedio de las
constantes de formacién obtenidas y sus respectivos valores de pKa.
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Figura 6.2.1. Ajuste simultaneo de 4 curvas de titulacion en el programa Hyperquad para la determinacion de
las constantes de acidez de H,OxDien.

Tabla 6.2.1. Logaritmos de las constantes de formacion y valores de pK, del ligante H,OxDien.

Especie Log B *ds pKa
HOxDien’ 11.85 £ 0.06 11.85
H,OxDien 21.75 £0.07 9.90
H;OxDien” 29.36 £ 0.09 7.61
H,OxDien** 34.51 £0.10 5.15
HsOxDien®** 36.37 £0.13 1.86

Estos valores de pK, se compararon con los obtenidos anteriormente para el ligante H,Oxen
[Alpizar 2017], en el que a este ligante se le asignaron los menores valores de pK, a las aminas
secundarias y los valores de pK, mayores se asignaron a la desprotonacion de las oximas, esta
comparacion se realiza en la tabla 6.2.2 en donde se observa que los valores de pK, para las
aminas secundarias de H,OxDien tiene valores muy parecidos a los de H,Oxen, sin embargo los
grupos oxima del ligante H,OxDien son mas acidos debido a que cuenta en su estructura con una
amina secundaria adicional y esta cadena espaciadora mas larga provoca la disminucion de los
valores de pK, para las oximas, finalmente el pK, mas bajo corresponde justamente a la amina
secundaria central que es muy poco béasica. De acuerdo a estas caracteristicas cabria esperar que
el ligante H,OxDien se pueda coordinar tanto de forma tetradentada o pentadentada plegandose
sobre el catibn metalico o también que dos cationes metalicos puedan coordinarse, aunque mas

débilmente a un solo ligante.
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Tabla 6.2.2. Comparacion de los valores de pK, de las aminoximas H,Oxen y H,OxDien.
Especies | LogB *ds pKa Especies Log B *ds pKa
H,Oxen H,OxDien
HOxen’ 12.13 £ 0.07 12.13, proton 4 HOxDien’ 11.85 +0.06 11.85, protén 5
H,Oxen 22.97 £0.22 10.84, protéon 3 H,OxDien 21.75 £ 0.07 9.90, proton 4
H,Oxen® | 30.71 £0.33 7.74, proton 2 H,OxDien" 29.36 + 0.09 7.61, proton 3
H,Oxen* | 35.86 + 0.37 5.15, proton 1 H,OxDien”* | 34.51 +0.10 5.15, proton 2
HsOxDien®" | 36.37 +0.13 1.86, protén 1

Asi en la figura 6.2.2 se proponen los equilibrios para cada disociacion acida y sus valores de pK,

de acuerdo a lo obtenido en la tabla 6.2.1.
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Figura 6.2.2 Equilibrios de disociacion acida del ligante H,OxDien.

6.2.2. Determinacion de las constantes de formacién del ligante H,OxDien con
cationes metélicos.

Se determinaron las constantes de formacién del ligante pentadentado H,OxDien con los cationes
Zn**, Cd*" y Cu* en exceso de ligante con respecto al cation metdlico, 1:2, buscando complejar
cuantitativamente los cationes metdlicos y poder continuar la titulacion hasta medios basicos
donde precipitan los hidroxidos de los cationes.

Las especies que se encontraron tanto con zinc como con cadmio fueron anicamente especies 1:1
metal:ligante con diferentes grados de protonacion: [MLH,]*, [MLH]*, [ML], y [ML(OH)T, lo cual es
razonable ya que para este ligante flexible y pentadentado no se espera la formacion de complejos
con 2 equivalentes del ligante. En la figura 6.2.3 se muestran los ajustes y modelos para
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titulaciones del ligante H,OxDien en presencia de Zn**, Cd** y en la tabla 6.2.3 se muestran

valores logaritmicos de las constantes de formacién acumulativas.
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Figura 6.2.3. Ajuste y modelo para de las curvas de titulacién potenciométricas de H,OxDien con zn* (parte

superior) y cd? (parte inferior).

Al comparar las constantes de formacion acumulativas entre los dos cationes metalicos,

observamos que cuando se asocian con el ligante protonado, [MLH,]**, las constantes son muy
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parecidas; sin embargo al comparar la asociacion con el ligante monodesprotonado, [MLH]" la
constante para Zn®* es 400 veces mayor y para el ligante totalmente desprotonado, [ML], es 1500
veces mayor, por lo que la estabilidad en disolucion de los complejos de Zn** es mayor que para
los de Cd** al ir a valores de pH bésicos. Esto es congruente con la observacion experimental de
gue si se hacen titulaciones 1:1 con estos cationes metalicos, precipita a menor valor de pH el
Cd(OH), que el Zn(OH), aunque el zinc sea considerablemente mas acido y duro. Es posible que
en el caso del zinc se formen compuestos pentacoordinados incluyendo el nitrégeno de la amina
central aunque sea muy poco basico, mientras que en el caso del cadmio el ligante funcione como
tetradentado, sin embargo, dado que estos protones se intercambian con el disolvente, no puede
verse claramente esta interaccion por RMN. Finalmente, es claro que la esfera de coordinacion
esta completada con moléculas de agua, que al desprotonarse genera las especies [ML(OH)],

dando lugar a que los cationes se encuentren penta o hexacoordinados.

Tabla 6.2.3. Logaritmo de las constantes de formacion acumulativas de las especies con H,OxDien

y Zn** y Cd* en agua a 25°C y sus valores de pK..

Reaccion con M n** Cd*
log B £ds log B £ds

M+ L+2H =—————[MLH,]* 26.26 £ 0.05 25.75 £ 0.05

M+L+H =———— [MLH]" 19.72 £ 0.06 17.13 £ 0.08

M+ L =———= [M] 10.04 +0.10 6.86 + 0.09

M + L + OH =———=[ML(OH) 12.19 +0.14 7.89 +0.23
Equilibrios &cido-base pK, pPKa
[MH,L]" =———=[MLH]" + H' 6.54 8.62
[MHL]" =——=[ML] + H' 9.68 10.27
[ML(H,O)J* [MLOH)] +H" 11.85 12.97

* encontramos que el sistema es un poco mMas

Al realizar titulaciones de H,OxDien con Cu
complicado, como se muestra en la figura 6.2.4. EI modelo de equilibrios incluye, especies de la
misma estequiometria que para Zn**y Cd**, [MLH,**, [MLHJ", [ML], y [ML(OH)]', pero ademas una
especie [MLLH,]* que implicaria que se pueden coordinar dos iones cobre, quiza de manera
bidentada al ligante, y una especie con dos grupos hidroxo, [ML(OH),]*, en la que el cobre podria

estar hexacoordinado con los dos grupos OH en posiciones axiales. Las constantes de formacién
se encuentran en la tabla 6.2.4. La disolucién a pH béasico es muy estable, tiene color violeta,
similar al que se forma en el ensayo de Biuret cuando una proteina reacciona con sulfato de cobre

en medio basico y se coordina con amidas de dos aminoacidos de manera N,N,N,N tetradentado
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planar y con dos moléculas de agua o hidroxido de forma axial, y también de manera similar se
observa que el correspondiente complejo con niquel es amarillo. Se buscé cristalizar este
compuesto de coordinacion, pero no se tuvieron cristales de calidad adecuada para hacer una
difraccion de rayos X de monocristal, y como se observd una baja reactividad, no se hicieron
mayores intentos por cristalizar el compuesto de coordinacion ni por obtener su estructura de rayos

X en sélido.
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Figura 6.2.4. Ajuste y modelo para de las curvas de titulacién potenciométricas de H,OxDien con cu®.

Al mostrar coloracion las disoluciones que se hicieron con el ligante H,OxDien y Cu®, y
posteriormente con Ni**, se obtuvieron unos espectros UV (Figura 6.2.5), ambos obtenidos a pH
8.0 y concentraciones 0.1 mM de L y 0.05 de M*". En el caso de niquel se observd que
inicialmente al preparar la disolucién del complejo ésta presenta un color amarillo (tipico de los
complejos planares cuadrados) con una absorciébn méaxima en 360 nm, pero después de un
tiempo, la disolucién cambia de color hacia el rosa y finalmente aparece un precipitado rosa. Esto
podria reflejar que al coordinarse el niquel con el ligante y desprotonarse uno de los grupos oxima,
se generara un complejo neutro parecido al que se forma con dimetilglioxima, por lo que resulta un
sistema complicado de estudiar pero ademas tiene baja reactividad. En el caso de los complejos
formados con Cu* vy el ligante H,OxDien, al ir aumentando el pH el color de la disolucién cambia
de azul marino hacia verde y finalmente morado al ir aumentando el pH lo cual puede reflejar la
presencia de especies hidroxo que no precipitan por la presencia del ligante desprotonado. A pH
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8.0 coexisten las especies [CuH,L]*" y [CdHL]" y se observa un maximo en 600 nm que podria
indicar que el ligante esta coordinado por los nitrdgenos, aunque al estar protonado la interacciéon
es mas débil que, por ejemplo, con la etiléndiamina que tiene un maximo en 545 nm para
[Cu(en),(H,0).]*".

Tabla 6.2.4. Logaritmo de las constantes de formacion acumulativas de las especies con H,OxDien

y Cu®* en agua a 25°C y sus valores de pKa.

Reaccion con Cu** log B +ds

2Cu + L + 2H ==———=[Cu,LH;] 58.41 £ 0.12

Cu+ L+ 2H =——=[CuLH;] 43.08 £ 0.07

Cu+L+H =———=[CuLH] 34.59 +0.14

Cu+L = [Cul] 25.57 £0.13

Cu+L+OH =——— [CuL(OH)] 15.44 +0.17

Cu + L + 20H =—————=[CuL(OH);] 18.62 +0.19
Equilibrios acido-base pK,
[CuH,L] =——=[CdHL] + H’ 8.49
[CUHL]' =— [CdL] + H' 9.02
[CUL(H,0)]" =———— [CAL(OH)] + H' 10.13
[CUL(H,0),]* =———— [CdL(OH),]* + 2H" 10.82

Abs
Abs

Disolucién
rosa

Disolucion

amarilla

T 1
400 600 800 1000 400 600 800
A (nm) A (nm)

(a) (b)

Figura 6.2.5 Espectros UV de los complejos formados con (a) H,OxDien y cu®; (b) H,OxDien y Ni%".
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6.3. El ligante H4,OxP

E\ﬁN/\)\ u/\/ \§/—
\OH
L 1
H,OxP (L3)

Se seleccion6 este ligante tetraoxima bidentado porque los dendrimeros de tipo PAMAM-NH,
pueden considerarse como “micelas monomoleculares”, que por efecto hidrofébico permiten la
incorporacion no-covalente de sustratos poco solubles en agua, como son paratién y paraoxén.
Este dendrimero esta poco ramificado, pero resulta interesante saber si se puede obtener algln
efecto adicional en la catélisis. Por su terminacion —NH, puede ser susceptible de modificacion

mediante su condensacién con derivados carbonilicos que contengan la funcionalidad oxima.

6.3.1. Determinacién de las constantes de acidez para el ligante H,OxP.

Se hicieron titulaciones potenciométricas para determinar las constantes de acidez de H,OxP en
el intervalo de concentraciones 1-3 mM, bajo atmésfera de nitrégeno, a 25°C. En la figura 6.3.1 se
muestra el andlisis simultdneo de los datos de dos titulaciones en el programa Hyperquad, en la
tabla 6.3.1 se muestran los valores logaritmicos promedio de las constantes de formacion

obtenidas y sus respectivos valores de pK..

51



File Model Titration ManualFitting Run Window Help

<8 =¢ 818 o|o]alw i@

@ | = ® Manual fitting of potentiometric data =3 ES] [.__.
Tit_Pot_dendrimero_H40xP Clipboard J species LH £ _S.E"’;;:d curve titulacion 06:50:23 p.m.
e e i i » point 149, Tite 1.94
Masimum number 25 Add B BUp J - ! . ! p Observed pH = 1251
eplot ( 5
of Rarations 11,6955 n 12 13 Cascade Calculated pH = 12.44
ExcessveBimt 033 Remove 8 | BDown & Pont — .
\isocht i w-awis variable ~ o Show curve [ curves ,'.] ' Lisedin calculstions
Formula LogBeta L H
LH 11,6955 1 1 refne Tit_Pot_dendrimero_H40xP -
1
LH 212420 1 2 refine 12 P
H 293323 1 3 refine & S o
LH, BSET4 1 4 refine P
43437 1 S refine 10 [ 80
494402 1 6 refine n & Sy % conc
523118 1 7 refine ,.\‘ 2 fre 84.799
%
142 0 -1 constant #\ f 60 £
8 V-4 \ / 2 WM 15.18
2 —— 3 T\ ! | 0 ¢ LH 0,019
oyl o|@| 8 \ 4 > o A \‘ \ S LH 8.6E-07
Tiration curves Electiode readings 6 ())‘ ‘ / 40 g LH, P
\E/oh:melv:c Cmv @ pH & / \ / 2 14617
Ssestlisoed) Select curve ;‘ \ / 52624
Import another curve } T idacion 54525 b A \# AW W \ / 20 1.56-33
2. tlulacion 065023 p o & FhTAE X
Remove current curve ‘ & \ Pord 10
o \ o>
o o 2 N s sl 0
Concentrations | Experimental data | Electrode settings |
Curve Label titulacion 06:50:23 p.m. Obs-calc pH for selected data. sigma=1.2455
Initial volume /ml 10 4
Eror in titre reading /ml 0.01 0 ’ I|I|..
Total milimoles L 0.0212 coos(ﬂ :83
H 0226522 refine~ 20 60 100 140
Kil | point number

Figura 6.3.1. Ajuste simultaneo de dos curvas de titulacién en el programa Hyperquad para la

determinacion de los valores de pK, de H,OxP.

Tabla 6.3.1. Logaritmos de las constantes de formacion y valores de pK, de H,OxP.

Especie Log B *ds pKa
HOxP 11.76 £ 0.04 11.83
H,OxP 23.59 £ 0.02 11.76
H;OxP 33.18 £ 0.04 9.59
H,OxP 41.30 £ 0.05 8.12
HsOxP 48.59 + 0.05 7.29
HsOxP 55.43 £ 0.05 6.84
H,OxP 61.50 = 0.06 6.07
HsOxP 64.51 £ 0.08 3.01

Al emplear moléculas de mayor tamafio y con varios sitios de protonacion, es mas complicado
plantear una asignacion razonable. En este caso, para asignar los valores de pK, de H,OxP se
analizaron las constantes de protonacion obtenidas mediante titulaciones potenciomeétricas para el
dendrimero PAMAM-NH, de generacion cero [Cakara 2003], y se compararon con las de nuestras
oximas H,OxDien y H,Oxen. Los valores de pK, se muestran en la tabla 6.3.2 (para mayor
claridad, se indica el nimero de protones de la especie con un valor de n) y en la figura 6.3.2 se
comparan las estructuras de los ligantes H,OxDien y H,Oxen con el dendrimero PAMAM Gen 0.0,

asi como la asignacioén de los valores de pK, marcados con nimeros en color.
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Tabla 6.3.2. Comparacion de valores de pK, para PAMAM Gen 0.0, H,OxP, H,OxDien y H,Oxen.

n Dendrimero H,OxP H,OxDien H,Oxen

(HnL) PAMAM pK, pK, pKa
GO, pKa

HL 9.70, protén 6 11.83, proton 8 11.85, protén 5 12.13, proton 4
H,L 9.26, protén 5 11.76, protén 7 9.90, protén 4 10.84, proton 3
HsL 8.74, proton 4 9.59, proton 6 7.61, proton 3 7.74, proton 2
H,L 8.31, proton 3 8.12, proton 5 5.15, proton 2 5.15, proton 1
HsL 6.68, protdn 2 7.29, protén 4 1.86, protén 1 -

HsL 3.15, proton 1 6.84, proton 3 - -

H,L - 6.07, proton 2 - -

HsL - 3.01, proton 1 - -

ol

PAMAM generacion 0.0

iy

H,0xDien H,Oxen

Figura 6.3.2. Asignacién de valores de pK, para PAMAM Gen. 0.0, y los ligantes H,OxDien y H,Oxen
enlistados en la tabla 6.3.2.

Lo primero que observamos es que en estos sistemas se hace evidente que la secuencia de
protonaciones puede incluir varias opciones y éstas deben estar relacionadas con los valores de
las constantes macroscopicas. Para el dendrimero PAMAM-NH, Gen 0.0 se propuso un modelo
para sus microconstantes [Cakara 2003], cuyas protonaciones sucesivas y valores de pK, se
muestran en la figura 6.3.3; los circulos blancos representan a las aminas desprotonadas y los
negros a las aminas protonadas presentes en el dendrimero, no se consideran a las amidas ya

gue son muy acidas comparadas con las aminas primarias y secundarias.
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Figura 6.3.3. Protonaciones microscépicas propuestas para el dendrimero PAMAM Gen 0.0 [Cakara 2003].

Como podemos observar, el primer valor de pK, de la primer amina terciaria del residuo de
etilendiamina es muy &cido, 3.55, pero cuando se desprotona la segunda amina (que es
equivalente y esta en una molécula simétrica) este valor es de 6.40, y ya no se modifica cuando se
desprotona la primer amina primaria periférica que tiene un pK, de 9.00; la siguiente
desprotonacién depende de la posicion relativa de las dos opciones equivalentes y de la
probabilidad con la que puedan suceder en este modelo que permite a los autores correlacionar
estas microconstantes con las constantes macroscopicas que se obtienen por potenciometria. De
acuerdo esta secuencia de desprotonaciones, se propone una secuencia similar para el ligante
H,OxP, en donde se agregan mas circulos representando a los protones de los grupo oxima
(figura 6.3.4). En nuestro caso, consideramos que las desprotonaciones para dar HsL y H,L
corresponden a las de los grupos oxima y suponemos que las Ultimas dos desprotonaciones para
dar HL y el ligante totalmente desprotonado, no las vemos porque deben ser muy basicas para una
titulacion en agua. Asi, el andlisis de reactividad de los grupos oximato aniénicos se hizo con las
especies HsL y HoL.

P
‘}{ (}5‘ } q } N } N ‘ﬁw"’ %%?{'{o
‘b * o s » ,P} & hd L
H,L H,L h—{ ¢ :}r :>w_<§“
0,/ o)‘ >l. b\. H;L H,L

Figura 6.3.4. Protonaciones microscopicas propuestas para del ligante H4OxP.

En la figura 6.3.5 se muestra la asignacion de cada pK, correspondiente a la tabla 6.3.2.
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Figura 6.3.5. Asignacion de valores de pK, propuesta para H;OxP.

6.3.2. Determinacién de las constantes de formacién del ligante H4OxP con Zn%*'y
cd*.

Se determinaron las constantes de formacion del ligante H,OxP (1.69 mM) mediante titulaciones
potenciométricas con los cationes Zn*" y Cd*" (1.5 mM) bajo atmoésfera de nitrégeno, a 25°C. Se
utilizé un pequefio exceso de ligante, pero al llegar a pH 10 la disolucion precipito. Los valores de
las constantes acumulativas se enlistan en la tabla 6.3.3. En la figura 6.3.6 se muestra el ajuste de
los datos de una titulacion en el programa Hyperquad. En este caso no se realizaron titulaciones
con Cu® porque en los estudios previos de reactividad observamos que es menor si la

comparamos con los otros ligante estudiados en este trabajo.

Con este ligante, se tienen cuatro sitios de coordinacion bidentados (los grupos amida no se
consideran), por lo que es razonable esperar que haya precipitacion de los hidroxidos de los
cationes metalicos a pH mas acido que con los otros ligantes. En el intervalo de pH en el que no
observamos precipitacion las especies presentes que pudimos plantear a partir de las titulaciones
potenciométricas fueron unicamente [MLH] y [ML]. Cabe resaltar que volvimos a observar que en

el caso del zinc las constantes de formacion son mayores que en el caso de cadmio.
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Tabla 6.3.3. Constantes de formacién globales, log B, de los complejos de H,OxP con Zn** y Cd™".

Especie H,OxP + Zn** H,OxP + Cd**
log B +ds log B +ds
[MLH] 15.85 +0.10
[ML] 6.40 £ 0.12 3.51 £0.42
[ML(OH)] 10.08 £ 0.24

De acuerdo a las constantes obtenidas de las especies formadas en disolucién con este ligante

gue incluye un dendrimero se observa que estas especies son menos estables si las comparamos

con las especies formadas en disolucién de los ligantes H,OxDien y H,OxIm coordinados con Zn?,

ya que, con estos dos ligantes se puede llegar a pH mas basicos sin que precipite.
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Figura 6.3.10. Ajuste y modelo para de las curvas de titulacion potenciométricas de H4OxP con n* @y
cd®™ (b).

6.4. Reactividad esterolitica de los ligantes en funcion del pH y de sus
concentraciones.

Se realizaron dos tipos de estudios cinéticos para determinar la reactividad esterolitica de cada
uno de los ligantes sintetizados, empleando siempre NFA como sustrato. En el primer estudio
cinético se empled una concentracién de 10 mM para H,OxIm y H,OxDien a diferentes valores de
pH, para el caso de H,OxP se utiliz6 una concentracion de 5 mM. De estudios que todavia estan
en proceso, hemos observado que los efectos relativos con los dendrimeros son mayores cuando
la concentracion del dendrimero se emplea en concentraciones 0.1 a 1 mM, pero para determinar
la reactividad intrinseca de los grupos oxima del dendrimero es necesario que la contribucion a la
reactividad sea mayor que la contribucién de los aniones hidroxo del medio (lo cual depende del
pH), pero una concentracion 5 mM nos permite ir hasta valores de pH mayores a 11 y observar la
contribucion de las oximas pero todavia no son tan rapidas como para que los errores en las
determinaciones de las constantes de rapidez observadas conlleven un gran error en su
determinacion experimental. Estas las constantes de rapidez observadas se determinaron

mediante un ajuste no lineal a la ecuacion integral 2.

y = Ao + [(An-A)(1-e*)] Ec.2 -



Una vez obtenidos los valores de las constantes observadas en cada valor de pH, se corrigieron
por la contribucién alcalina, ecuaciéon 3, ya que la constante observada, k., €s la suma de las
contribuciones de todos los nucledfilos presentes en la disolucion, incluyendo al ion OH' (todas las

constantes observadas tienen unidades de s™).

K" = Kops-Kom Ec.3

La kon €es la constante de hidrdlisis alcalina en cada valor de pH, la cual se obtiene multiplicando la
concentracion de OH en cada valor de pH por la constante de segundo orden para la hidrdlisis
alcalina de NFA determinada experimentalmente, 14.8 M's™ y que coincide con la constante
alcalina antes reportada [Breslow 1965]. En la tabla 6.4.1 se muestran las constantes observadas
corregidas por la hidrélisis alcalina para cada ligante (k’, s™), en donde se ha restado la
contribucién alcalina en cada valor de pH y en la figura 6.4.1 se muestra la contribucion de
H,Oxim, H,OxDien y H,OxP en la hidrélisis de NPA en comparacién con los iones hidréxido
presentes en el medio a cada valor de pH.

Para analizar primero de forma cualitativa esta dependencia, se calculd la distribucion de especies
para cada ligante en funciéon del pH y se sobrepusieron las constantes de rapidez observadas
obtenidas al realizar los estudios cinéticos en presencia de una concentracion 10 mM de H,OxIm
(Figura 6.4.2), 10 mM H,OxDien (Figura 6.4.3) y 5 mM H,OxP (Figura 6.4.4). Las constantes
fueron medidas hasta valores de pH cercano a 12 ya que a valores de pH mayores el tiempo de
vida media es muy corto y se requiere hacer mediciones en un equipo stopped flow, pero las
condiciones demasiado basicas no son adecuadas para el tipo de camara de acero del equipo al

gue se tiene acceso.
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Tabla 6.4.1. Constantes observadas corregidas por la contribucién alcalina, k’ s™, en funcién del
pH, para la hidrdlisis de NPA, en agua a 25°C.

pH k,s™ k,s™ k,s™
H,Oxim (L1) H,OxDien (L2) H,OxP (L3)
5.02 1.30 x 10° 9.52x10™ 4.13x10™
5.52 1.50x10° 1.23x10° 2.03x10*
6.06 1.80x10° 1.75x10° 1.72x10*
6.52 2.10x103 2.73x10°3 4.03x10*
7.04 1.80x10° 1.90x10° 4.85x10™
7.51 1.90x10° 2.33x10° 8.34x10™
8.01 1.99x10° 3.27x10° 1.38x10°
8.51 2.02x103 4.27x10° 2.39x10°
9 2.26x10° 5.74x10° 4.86x103
9.54 2.85x10° 9.69x10° 9.10x10°
10.08 4.36x10° 1.24x10 1.90x10
10.5 7.44x103 3.85x10%? 3.69x1072
11.01 1.32x10% 8.59x107? 7.69x10%
11.58 2.30x10% 1.41x10* 9.99x10%
0.16
0.14 v
0.12
0.10 (o]
Hi 0.08 g
0.06
0.04 4 v
=]
0.02 o 8 a
i v v
oA A A A & @ HH ,g 2 ,A 8 : ,
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Figura 6.4.1. Constantes de rapidez observadas corregidas por la contribucién alcalina en la hidrélisis de
NFA en funcién del pH para (A) H,OxIlm, (V) H,OxDien, (o) H4OxP y (o) constantes de hidrdlisis alcalina. L1
y L2 10 mM en agua 1% acetonitrilo, L3 5 mM, en agua 2% acetonitrilo, amortiguador 50 mM (MOPS, EPPS,

CHES o CAPS) a 25°C.

59



Para H,OxIm se observa que a pH basico, la tendencia de las constantes sigue la distribucion de
la especie con una oxima desprotonada, HOxIm™ y existe una pequefia contribucién de la especie
doblemente desprotonada OxIm*, ya que en la distribucion de especies esta especie aparece
desde pH 11. Sin embargo se observa que hacia pH neutro o ligeramente &acido, también hay
reactividad puesto que la curva no cae a cero, lo que sugiere que la forma neutra de H,OxIm
puede participar en la hidrdlisis de 4-NFA, asi como una pequefia contribucion de la especie
H;OxIm®. La reactividad de las especies neutras de las amidoximas hacia 4-NFA ha sido reportada
anteriormente por [Simanenko 2001], pero no hay todavia una explicacion clara al respecto. Para
evaluar cuantitativamente la reactividad del anion oximato, se determino la concentracion de cada
una de las especies presentes en disolucion y se realizd una regresion lineal multiple en donde se
consideran las especies que pueden tener reactividad en la que se incluyeron a estas cuatro
especies anteriormente mencionadas. En la tabla 6.4.2 se muestran las constantes de segundo
orden obtenidas de estad correlacion, en donde se observa que la especie que contribuye
mayoritariamente a la reactividad es HOxXIm™ y esto es coherente, ya que es la especie que se
encuentra ya con un grupo oxima desprotonado y esta comienza a aparecer desde pH 9, también
se observo una pequefia contribucion de la especie doblemente desprotonada con una constante
de 3 M's™, sin embargo este valor se omite de la tabla 6.4.2 porque la fraccion de la especie
doblemente desprotonada es muy pequefia a valores menores a 11 y, aunque la dltima cinética
gue se logré medir fue a pH 11.58, el error en su medicién su error es grande comparado con los
obtendidos para las otras especies involucradas en la reactividad, esto se debe a que esta especie

doblemente desprotonada comienza a aparecer a pH 11.
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Figura 6.4.2. Distribucion de especies presentes en disolucion de H,OxIm libre en un intervalo de pH de 5-
12, (m) k’, s™ a diferentes valores de pH. H,OxIm 10 mM, agua, 25°C, 1% acetonitrilo, amortiguador 50 mM
(MOPS, EPPS, CHES y CAPS).

En la figura 6.4.3 se muestran las constantes kq,s experimentales del ligante H,OxIm comparadas
con el ajuste correspondiente a la ecuacion 3, en los que las constantes observadas se
descomponen en las constantes de segundo orden multiplicadas por las concentraciones de cada
especie reactiva, también se muestra la forma logaritmica. Los valores obtenidos para ks a ke

fueron 0.14, 0.20 y 14 M's™ respectivamente, y se encuentran también en la tabla 6.4.2.

kobs = k3 I:H?,C)Xlrn]+ + k4 [HzOle] + k5 [HOXIm]_ + ks [OXIm]z_ Ec. 4

2.5x10%

2.0x107 A

1.5x10°7 0.01

§?

K

1.0x10”

5.0x10°

1E-3 -5 T T T T T T

pH pH

Figura 6.4.3. Constantes de rapidez observadas corregidas por hidrélisis alcalina, k’ s™, en funcion del pH
(m), la linea continua representa la constante calculada de acuerdo a la ecuacion 4 y su forma logaritmica
(izquierda).
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En el caso de H,OxDien, se observé que la tendencia de las constantes practicamente sigue la
distribucién de la especie doblemente desprotonada, OxDien® (Figura 6.4.4). Al hacer una
regresion lineal mdltiple en donde se consideré también la especie monodesprotonada HOxDien’,
se observd que también hay una contribucion significativa de esta especie. Los valores obtenidos
para ks y ke fueron 2.80 y 38.27 M's™ respectivamente, y se encuentran también en la tabla 6.4.2.
En la figura 6.4.5 se muestran las constantes experimentales corregidas de pseudoprimer orden

del ligante H,OxDien, k™ (s™), comparadas con el ajuste correspondiente a la ecuacion 5.

Kobs = ks [HOxXDien] + ks [OxDien]* Ec.5
- 3.0x10™"
8.0x10°
- 2.5x10"
6.0x10° - [H,0xDien] [HOxDien] .
s 2.0x10
o
ol -
g "
Lo
§ 4.0x10° 1 o/
- [OxDien
- 1.0x10*
[ ]
2.0x10° o
- 5.0x10?
| |
[H,OxDien]
[ ]
0.0 n =0 — 0.0
6 7 8 9 10 11 12
pH

Figura 6.4.4. Distribucion de especies presentes en disolucién de H,OxDien libre en un intervalo de pH de 7-
12, (m) k', s™ a diferentes valores de pH. H,OxDien 10 mM, agua, 25°C, 1% acetonitrilo, amortiguador 50 mM
(MOPS, EPPS, CHES y CAPS).
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Figura 6.4.5. Constantes de rapidez observadas corregidas por hidrélisis alcalina, k’ s™, en funcion del pH
(m), la linea continua representa la constante calculada de acuerdo a la ecuacion 5.
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Para H,OxP tampoco se observa que la tendencia de las constantes siga la distribucion de alguna
de las especies presentes en disolucion por lo que desde el inicio se supuso deberia haber mas de
una especie que participe en la hidrélisis de 4-NFA (Figura 6.4.6). Al realizar una regresion lineal
multiple se obtuvieron contribuciones significativas a las constantes de segundo orden por parte de
las especies H;OxP y H,OxP (Figura 6.4.7), que anteriormente habiamos asignado a los grupos
oxima de la molécula. EI modelo empleado para explicar la reactividad observada en el intervalo
de pH de 7 a 11.5 corresponde a la ecuacion 6 que involucra Unicamente la concentracion de cada
una de estas especies multiplicada por su concentracion. En la figura 6.4.8 se muestran los valores
calculados con esta ecuacién comparados con los valores experimentales en coordenadas

normales y logaritmicas para poder apreciar que reproduce todos los valores a cada pH.

kObS = kg [H3OXP]— + kg [HQOXP]Z_ Ec. 6

Los valores obtenidos para ks y ko fueron 5.4 y 70 M's™ respectivamente; son ligeramente
mayores que las determinadas para H,OxDien y estas dos a su vez son mayores que las
determinadas para H,OxIm, éstas constantes se enlistan en la tabla 6.4.2. Las siguientes
desprotonaciones de los grupos oxima no se alcanzan a ver por potenciometria ni por estudios
cinéticos, por lo tanto es coherente que solo estas dos especies presenten reactividad, ya que no

se llega a una desprotonacion de todos los grupos oxima.

5.0x10° - 2.0x10"

[H,0xP]

4.0x10° 1.6x10™

3.0x10°

[Especies],M

2.0x10°

1.0x10° 1 4.0x10°

0.0 —— 0.0

Figura 6.4.6. Distribucién de especies presentes en disolucién de H4OxP libre en un intervalo de pH de 7-12,
(m) K’ s a diferentes valores de pH. H4,OxP 5 mM, agua, 25°C, 2% acetonitrilo, amortiguador 50 mM
(MOPS, EPPS, CHES y CAPS).

63



L

N
Ho~"

L

ol

N

o

HN& \
; -

4 \_\N

e

o
H/‘/ 4%/
"
No
N

ol

HNA\\/
Ni
o5

HN,

D

o—z

Figura 6.4.7. Especies mono y doblemente desprotronadas del ligante H,OxP.
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Figura 6.4.8. Constantes de rapidez observadas corregidas por hidrélisis alcalina, k’ s™, en funcion del pH

(m), la linea continua representa la constante calculada de acuerdo a la ecuacion 6 (Izquierda). Logaritmo de
las constantes obtenidas experimentalmente (Derecha).

Tabla 6.4.2. Constantes de segundo orden para las especies reactivas.

Estructura del ligante Especie ko (M's™) £ds
HO\N N/OH [HsOxIm]" 0.14 £0.04
J\/H\)I\ [H,OxIm] 0.20 = 0.02
HoN NH,
[HOXIM] 14+1
% n )\( [HOXDien] 2.80 + 0.58
u/\/ \/\ﬁ
! ! [OxDien]* 38.27 +1.93
HO/ \OH
T,
T H;OXP 54+08
O Gl {
SN H,OxP 70+ 3
. TN
S o
— L -
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El segundo estudio cinético para determinar la reactividad de cada ligante se hizo variando la
concentracion en un valor fijo de pH, lo cual mantiene constante la fraccion del ligante
desprotonado cambiando su concentracion. Como el comportamiento observado es lineal se
obtuvo la constante de segundo orden en cada valor de pH a partir de la pendiente. En la tabla
6.4.3 se enlistan los valores obtenidos de las constantes de segundo orden para cada ligante y en
la figura 6.4.9 se muestran algunos resultados de las pendientes obtenidas para cada valor de pH,

el resto de los graficos se encuentran en el anexo I.
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Figura 6.4.9. Dependencia de la concentracion de H,OxIm, H,OxDen y H,OxP a pH=7, en agua a 25°C.

Las constantes de segundo orden obtenidas para cada dependencia de concentracion a cada valor
de pH se graficaron (figura 6.4.10) y analizaron con la ecuacion 7 para obtener un valor de pK,
aparente, dando un valor de 11.57 para H,Oxim, 10.87 para H,OxDen y 9.9 para H,OxP, que no
corresponden con los obtenidos mediante las titulaciones potenciométricas, esto significa que
puede haber participacion de mas de una especie en la hidrolisis de NFA. El ajuste de los valores
de Kkons respecto al pH en funcion de las dos especies presentes en disolucion en cada caso
coincide, dentro de los limites del error, con las constantes de la tabla 6.4.2. Los errores fueron
omitidos en la gréafica porque se encuentran dentro de los simbolos empleados excepto para el

ultimo punto en el que son del 5-7%.

P (Af+Ai)(10PKa—pH)
0bs ™ " (14+10pPKa-pH )

Ec.7
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Tabla 6.4.3. Constantes de segundo orden obtenidas a diferentes

valores de pH.

pH H,OxIm pH H,OxDien pH H,OxP
ko * (ds) M's™ k,+ (ds) M's™ ko, + (ds) M's™

5.02 0.066 £ 0.002 7.01 0.522 £ 0.004 7.01 0.098 £ 0.004
5.51 0.093 £ 0.003 7.58 0.600 £ 0.004 7.58 0.10 £0.01
6.06 0.120 £ 0.004 8.12 0.648 £ 0.033 8.12 0.19 £0.01
6.52 0.177 £ 0.001 8.53 0.926 + 0.018 8.53 0.48 £0.02

7.1 0.191 + 0.004 9.01 1.184 + 0.021 9.01 0.83 £0.01
7.52 0.201 £ 0.003 9.5 1.850 + 0.013 9.50 1.53 £0.02
8.01 0.214 £ 0.006 10.04 3.129 + 0.068 10.04 3.17 £0.15

8.5 0.211 + 0.005 10.51 6.855 + 0.231

9.03 0.256 £ 0.010 11.08 13.175 +£0.987

9.5 0.336 £ 0.003
10.09 0.571 £0.013
10.52 1.080 = 0.022
11.08 2.572 + 0.020

11.7 5.917 £ 0.066

/ /
L/ | L S
H,OxIm H,OxDien H4pOxP

Figura 6.4.8. Constantes de segundo orden para los ligantes libres, la linea continua es un ajuste a la
ecuacion 7. Se omiten los errores experimentales de la tabla.
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6.5. Reactividad esterolitica de los ligantes en presencias de cationes metalicos

divalentes.

Las primeras pruebas de reactividad catalitica de complejos metalicos de los ligantes H,OxIm,
H,OxDien y H,OxP se hicieron en presencia de los cationes metélicos Cd**, Zn**, Cu®*, Ni**, Mn*" y
Co* para cada uno de los ligantes, en concentraciones fijas del cation y del ligante en
proporciones 1:1 y en uno o dos valores de pH, empleando como sustrato modelo 4-NFA. En la
figura 6.5.1 se presentan las curvas cinéticas del sistema H,OxIm-M* en las que se compara el
medio, el ligante solo y el ligante mas diferentes cationes metalicos en concentraciones 0.5 mM a
pH 7.0 y 8.0, en donde se observa que la reactividad es mucho mayor en presencia de Zn*y Cd**.
Al comprobar que la reactividad aumentaba en presencia de cationes metalicos divalentes se
hicieron pruebas més detalladas de la reactividad en presencia de zn**, Cd*, Cu®* y Ni** para
hacer el andlisis de las especies en disolucion que participan en la hidrélisis de 4-NFA.
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Figura 6.5.1. Cunvas cinéticas de la hidrolisis del éster NPA en presencia de H,OxIm 0.5 mM y cationes
metélicos 0.5 mM, a) pH=7.06, MOPS 20 mM, b) pH=8.0, HEPPS 20 mM en agua a 25°C, medidas a una
longitud de onda de 400 nm () Amortiguador, (¢) HOxIm, (e) H,OxIm-Cd?*, () H,OxIm-Zn**, () H,OxIm-
cu”, (8) H,OxIm-Ni**, () H,OxIm-Co®*, (®) H,OxIm-Mn?",
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En el caso de H,OxP se compararon curvas cinéticas obtenidas con pH 9 (figura 6.5.2), a menores
concentraciones (0.05 mM del catién) y con un exceso de ligante (0.1 mM de L) ya que los grupos
gue coordinan al cation metalico son bidentados, los grupos oxima se desprotonan para valores de
pH mayores a 9.0 lo que permite evitar la precipitacion de los cationes metélicos como hidréxidos.
La reactividad observada en presencia de los cationes Zn**, Cd** y Cu®*ves mayor que la del
ligante libre a las mismas condiciones de pH y concentracion.
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Figura 6.5.2. Cunvas cinéticas de la hidrélisis del éster NPA en presencia de H4OxP 0.1 mM y cationes
metélicos 0.05 mM, pH 9.0, CHES 50 mM, en agua a 25°C. (e) Amortiguador, (e) H,OXD, (e) H4OxD-Zn"",
() H,0xD-Cd*", (e) H,O0xD-Cu?*, (e) H,OXD-Ni*.

Para H,OxDien también se obtuvieron curvas cinéticas a pH 9.0 (figura 6.5.3) a menores
concentraciones con un exceso de ligante, (0.05 mM del cation y 0.1 mM de L) y nuevamente se
observa que para las especies formadas con Zn*,Cd** y Cu* hay mayor reactividad que en
presencia del ligante al mismo valor de pH y que ademas, la reactividad observada es mayor que
en el caso del ligante derivado de PAMAM, H,OxP, sin embargo, como estas condiciones no estan
optimizadas, no son directamente comparables y es necesario hacer un estudio mas detallado,
como se indica a continuacion en la seccion 6.6. A estas condiciones aparentemente los complejos
tienen mayor reactividad que los ligantes libres, pero para hacer una comparacion valida se

requiere determinar las constantes de segundo orden intrinsecas para cada especie.

0.0 T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
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Figura 6.5.2. Curvas cinéticas de la hidrolisis del éster NPA en presencia de H,OxDien 0.1 mM y cationes
metalicos 0.05 mM, pH=9, CHES 50 mMé en agua a 25°C. (e) Amortiguador, (e) H,OxDien, (e) H,OxDien-
Zn™*, (¢) H,OxDien-Cd™*, () H,OxDien-Cu’*, (e) H,OxDien-Ni"".
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6.6. Especies reactivas de los ligantes H,OxIm, H,OxDien y H,OxP en presencia de

cationes metalicos.
6.6.1. H,OxIm y Cd?".

Se estudi6 la dependencia de la rapidez de reaccion en funcién del pH en presencia de Cd*". De
acuerdo a lo observado con sistemas similares anteriores [Alpizar 2017] el primer analisis se hizo
considerando que el orden de reaccion para las especies cinéticamente activas presentes en
disolucion es de primer orden. Si esta aproximacion es correcta, la constante de rapidez observada
debe serla sumade las contribuciones de todos los nucledfilos presentes en disolucién. En el caso
de H,OxIm, en la ecuaciéon 8 se incluyeron todas las especies que se forman en disolucién de

acuerdo a lo obtenido en las titulaciones potenciométricas ademas del ion OH'".

Kobs = ki [HsOXIM]** + k, [HsOxIm]* + ks [H,OxIm] + k, [HOXIm] + ks[OXIm]* + ke [CAH,OXIm]** + k;
[CAHOXIM]" + kg [CAOXIM] + ko [CAOXIM(OH)] + k1o[OH] Ec.8

Después, para analizar la reactividad de las especies formadas con Cd*, las kqs Obtenidas se
corrigieron por la contribucion de las especies del ligante que presentaron reactividad (H,OxIm y
HOxIm’) y por el medio, de acuerdo a la ecuacion 9, esto con el objetivo de obtener sélo la
constante observada de las especies con Cd** presentes en disolucion.

Kobs' = Kops — (K3 [H20XIm] + k4 [HOXIM] + ko [OHT) Ec.9
Donde ks y ks M's™, corresponden a las contantes de segundo orden obtenidas para las especies
reactivas de la amidoxima y ki, a la constante de hidrdlisis alcalina. Los valores de las constantes

observadas ya corregidas se enlistan en la tabla 6.6.1.

Tabla 6.6.1. Valores de ks a diferentes valores de pH.

pH Kobs' (57) pH Kobs' (57
7.02 1.01 x 10 9.53 0.0067
7.5 2.30 x 10™ 10.09 0.0101

8 5.82 x 10 ™ 10.54 0.0099
8.44 0.0013 11.04 0.0120
9.16 0.0051
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En la figura 6.6.1 se muestra la distribucién de especies de cadmio en funcion del pH, y en la
misma grafica se sobreponen las constantes observadas de rapidez ya corregidas. Haciendo un
anadlisis cualitativo, observamos que las constantes de rapidez siguen la tendencia de la especie
monodesprotonada, [CdLH], hasta un pH aproximado de 9.5, pero al aumentar el pH la reactividad
ya no sigue esta tendencia por lo que, en la hidrélisis de 4-NFA participan varias especies,
probablemente la especie doblemente desprotonada, [CdL], y la que tiene coordinado un OH,
[CAL(OH)]. Para determinar si estas especies también participan en la hidrélisis de 4-NFA, y el
valor de las constantes de segundo orden para cada complejo de la ecuacion 10, se hizo una
regresion lineal multiple tomando en cuenta a todas las especies que incluyen cadmio. El
coeficiente de correlacion para [CdLH,] resulté negativo, lo cual es razonable pues la variacion de
la concentracion de esta especie varia en sentido contrario a las constantes de rapidez, por lo cual

se volvi6 a hacer la correlacion excluyéndolo.

Kons' = K3 [CAH,OXIM]2" + k, [CAHOXIM]" + ks [CAOXIM] + ke [CAOXIM(OH)] Ec. 10
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Figura 6.6.1. Distribucion de especies Cd-H,OxIm en funcién del pH (lado izquierdo) sobrepuesta con los
valores de las constantes de rapidez observadas corregidas, Kqps' s™, en funcion del pH (lado derecho),
H,OxIm 0.1 mM, cd* 0.05 mM, MOPS, EPPS, CHES, CAPS 50 mM, en agua a 25°C.

Al hacer la regresion lineal multiple, se plantearon dos modelos que de acuerdo a los parametros
estadisticos de la regresion, son equivalentes. En el primer modelo encontramos que hay dos
especies que participan [CdOxImH], y [CdOxIm] con constantes de segundo orden de 290 + 40 M
sty 220 + 50 M's™ respectivaente. El segundo modelo involucra la participacion las especies,
[CdOxImH] y [CdOxIm(OH)], con constantes de segundo orden de 320 + 25 M's™ (k,) y 730 + 100
M's™ (ke). El primer modelo se muestra en la figura 6.6.2 como una linea punteada y el segundo
modelo se muestra como una linea continua junto con los valores experimentales. El primer

70



modelo no puede explicar por qué la reactividad sigue aumentando a valores de pH mayores a
10.5, mientras que el segundo si, ademas de que el error relativo es mayor en el primer modelo.
Por lo tanto, aunque parece mas razonable pensar que la reactividad observada entre especies
gue se forman por desprotonacion sucesiva, vemos que la contribucién que podemos determinar
es mucho mayor para [CAdOXIm(OH)], y quiz4 esta sea una razén para que no sea evidente la
contribucién de la especie [CdOxIm] y que se esperaria tenga reactividad. Por lo tanto, se eligié
como mejor modelo el segundo, y se propone que estas especies son las que participan en la
hidrolisis de 4-NFA, de acuerdo a la ecuacion 11. En la tabla 6.6.2 se resumen las constantes de
segundo orden seleccionadas para las especies activas cinéticamente, en donde el valor obtenido
de la constante de segundo orden para la especie monodesprotonada se dividié entre dos ya que
se debe considerar la probabilidad de que hay dos grupos equivalentes que se pueden

desprotonar.

Kops = Ks4 [CAOXIMH]" + k¢ [CAOXIM(OH)] Ec. 11

1.4x107

1.2x107

1.0x107 1

12

Figura 6.6.2. Constantes de rapidez obsernadas corregidas en funcion del pH. La linea continua representa
la constante calculada de acuerdo a la ecuacién 11 considerando que las especies reactivas son [CdHOXxIm],
[CAOXIm(OH)].
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Tabla 6.6.2. Constantes de segundo orden para las especies de H,OxIm con Cd*".

Estructura propuesta de los Especies cinéticamente ko (M's™)

complejos formados con Cd** activas
HoN - NH; [CAdOXImH]* 160 + 10
w\/\/w/ [CAOXIM(OH)] 730 + 100

N ! N

Para corroborar si los complejos reactivos con cadmio en disoluciéon sélo tienen estequiometria

metal:ligante 1:1, se utilizé el método de variaciones continuas, pero con las constantes de
rapidez. Para ello se midieron las constantes de rapidez observadas variando la fraccion molar del
ligante (y del cadmio) para una concentracion total y pH fijo. Al graficar las constantes de rapidez
observadas, figura 6.6.3, observamos que hay un maximo en una relacion molar 1:1, lo cual indica

la estequiometria de la(s) especies reactivas.

2.0x10* 4

0.0

T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
x

Figura 6.6.3. Método de variaciones continuas para las especies de H,OxIm con Cd*".

6.6.2. H,OxIm y Zn?*

Se realizaron estudios de reactividad similares a los que anteriormente se describieron con Cd*,
de la dependencia de la rapidez de reaccién en funcién del pH en presencia de Zn*. Para el
andlisis de los resultados cinéticos, primero se considero que pueden participar todas las especies
presentes en disolucion de acuerdo a la ecuacién 12. Posteriomente las constantes, kgps S™, Se
corrigieron por la contribucion del ligante y del medio y En la figura 6.6.4 se muestra la distribucion
de especies sobrepuesta a las constantes observadas de rapidez obtenidas ya corregidas por el

medio y por las especies reactivas del ligante.

kobs = kj_ [HzOXIm] + k2 [HOXIm_] + k3 [Zn(H20X|m)2] + k4 [Zn(HOXIm)z] + k5 [ZnHzoXIm] + ke
[ZNHOXIm] + k7 [ZnOXIm] + kg [ZNOXIM(OH)] + kg [OH] Ec. 12
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Figura 6.6.4. Distribucién de especies Zn-H,OxIm en funcion del pH glado izquierdo) sobrepuesta con los

valores de las constantes de rapidez observadas corregidas, kops' S, en funcion del pH (lado derecho),
H,OxIm 0.1 mM, Zn** 0.05 mM, MOPS, EPPS, CHES, CAPS 50 mM, en agua a 25°C.

Al realizar un andlisis cualitativo de esta distribucion de especies, observamos que las constantes
observadas corregidas siguen, hasta un pH aproximado de 9, la distribucion de la especie
doblemente desprotonada, después de este pH ya no sigue la tendencia de ninguna especie, lo
cual se atribuye a que varias especies efectivamente contribuyan en la hidrélisis de NPA, por lo
tanto se realizé una regresion lineal multiple de todas las especies que podrian tener reactividad
de acuerdo al diagrama de distribucion de especies, en donde, después de hacer la primera
correlaciéon se descartaron las especies gue contienen dos ligantes y las que estan completamente
protonadas. Al hacer esta regresion se obtuvieron las constantes de segundo orden para las
especies que tienen ligante y zinc, y fueron las especies monodesprotonada, la doblemente

desprotonada y la especie con un OH’, de acuerdo a la ecuacién 13.

Kcaic = ks ([ZNHOXIM]) + k; ([ZnOXIm]) + kg ([ZnOXIM(OH)]) Ec. 13

En la figura 6.6.5 se comparan las constantes experimentales corregidas k., con las constantes
calculadas con la ecuacion 12 en coordenadas normales y logaritmicas para Kqp.s'. Vemos que de
manera similar a lo observado con cadmio, podemos plantear dos modelos, uno en el que se
involucran dos especies [ZnOxIm] y [ZnOxIm(OH)], linea punteada y otro en el que se incluyen tres
especies, [ZnHOxIm], [ZnOxIm], y [ZnOxIm(OH)], linea continua. En coordenadas normales ambos
ajustes son muy parecidos, sin embargo al compararlos en coordenadas logaritmicas, es claro que
en el primer ajuste hace falta una especie que sea responsable por la reactividad observada a

valores de pH entre 7 y 9, por lo que el modelo con tres especies, aunque la primer constante
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tenga un error experimental grande (30%), explica mejor los datos obtenidos experimentalmente.
Las constantes de segundo orden para las especies [ZnHOxIm], [ZnOxIm], y [ZnOxIm(OH)] son

respectivamente 60 + 20, 840 + 60 y 1350 + 100 M's™ respectivamente después de considerar el

factor de probabilidad de los grupos nucleofilicos presentes en las especies; el resumen de estos

resultados de se enlistan en la tabla 6.6.3.

k,s*

6.0x10”

5.0x107

4.0x107

3.0x107

2.0x107 A

1.0x10°

10"

12 7

10 11 12
pH

Figura 6.6.5. Constantes de rapidez observadas corregidas en funcion del pH. La linea continua representa
la constante calculada de acuerdo a la ecuacion 13 considerando que las especies reactivas son [ZnHOxIm],
[ZnOxIm] y [ZnOxIm(OH)].

Tabla 6.6.3. Constantes de segundo orden para las especies de H,OxIm con Zn*".

Estructura propuesta de los Especies cinéticamente ko (M's™)
complejos formados con Zn** activas
HoN H NHz [ZNOXIMH]* 60 + 20
w|/\ /\’( [ZnOxIm] 840 + 60
Pama TN [ZnOXIm(OH)] 1350 + 100

6.6.3. H,OxIm con Cu?*

Se estudié la dependencia de la rapidez de reaccion en funcién del pH en presencia de Cu®*, pero

dado que estas reacciones son mas lentas que con zinc y cadmio, se realizaron empleando

mayores concentraciones del ligante (1 mM) y del cation metélico (0.5 mM). Siguiendo el mismo
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andlisis que se realizd para los cationes metdlicos anteriores, para Cu®* se tiene la siguiente
ecuacion.

Kobs = K1 [H2OXIm] + k, [HOXIM'] + k3 [CuH,OxIm] + k4 [CuHOXIM] + ks [CuOxIm] + ke [CuOXIm(OH)]
+ k7 [OH] Ec. 14.

Al realizar una regresién lineal multiple de todas las especies que estan presentes en disolucion,
se obtuvo que la Unica especie que participa en la hidrolisis de 4-NFA es [CuOxIm(OH)] dando una
constante de segundo orden de 220 + 8 M's™. Al analizar el diagrama de distribucion de especies
(figura 6.6.6) vemos que es razonable que sélo haya una especie reactiva pues las constantes

observadas siguen el comportamiento de la especie [CuOxIm(OH)].

5.0x10™ 1.0x10™"

[CuHOXIm]

4.0x10" 8.0x10”

M

=, 3.0x10™ 6.0x10

[CuH,OxIm]

[Especies]

2.0x10™* - 4.0x10”

[CuOXxIm(OH)]

1.0x10™ - 2.0x10®

0.0

pH

Figura 6.6.6. Distribucion de especies Cu-H,OxIm en funcion del pH glado izquierdo) sobrepuesta con los
valores de las constantes de rapidez observadas corregidas, kops' s, en funcion del pH (lado derecho),
H,OxIm 1 mM, Cu®* 0.5 mM, MOPS, EPPS, CHES, CAPS 50 mM, en agua a 25°C.

Para comprobar que este modelo constante reproduce los valores de las kq,s €xperimentales, se
calcularon estas constantes a partir de la ecuacion 15 y se compararon en la figura 6.6.7, donde se
observa que efectivamente la Unica especie compleja reactiva con Cu* es [CuOxIm(OH)].

Kobs= ks [CUOXIM(OH)] Ec.15
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Figura 6.6.7. Constantes de rapidez observadas corregidas en funcion del pH. La linea continua representa
la constante calculada de acuerdo a la ecuacion 15 considerando que la especie reactiva es [CuOxIm(OH)].

6.6.4. H,OxDien con Cd?*

Considerando que el orden de reaccién para las especies presentes en disolucion que puedan ser
cinéticamente activas es de primer orden, se tiene la ecuacion 16.

Kobs = ki [HOxDien] + k, [OxDien] + ks [CdH,OxDien]** + k, [CdHOxDien]" + ks [CdOxDien] + ke
[CdOxDien(OH)] + k; [OH] Ec. 16

En el diagrama de distribucion de especies de cadmio con OxDien?, figura 6.6.8, se observa que
las constantes observadas corregidas no siguen la tendencia en reactividad de ninguna de las
especies presentes en disolucion en particular, por lo tanto la reactividad observada se analizé en
funcion de todas las especies complejadas con cobre presentes en disolucion, después de corregir
las constantes por las contribuciones del ligante libre y del medio. De este analisis se encontré que
Unicamente las especies mono y doblemente desprotonadas presentan reactividad. Estos valores

se enlistan en la tabla 6.6.4.

Tabla 6.6.4. Constantes de segundo orden para las especies de H,OxDien con Cd**.

Estructura propuesta de los Especies cinéticamente ko (M's™)
complejos formados con Cd** activas
[CdOxDienH]" 90+8

ﬁ\f [CdOxDien] 440 £19
L
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Figura 6.6.8. Distribucion de especies Cd-H,OxDien en funcion del pH (lado izquierdo) sobrepuesta con los
valores de las constantes de rapidez observadas corregidas, Kqps' s™, en funcion del pH (lado derecho),
H,OxDien 0.1 mM, Cd** 0.05 mM, MOPS, EPPS, CHES, CAPS 50 mM, en agua a 25°C.

En la figura 6.6.9 se comparan los valores de las kqs experimentales con las constantes
calculadas, se calcularon estas constantes a partir de la ecuacion 17, de donde las especies
reactivas son [CdHOxDien]" y [CdOxDien] con constantes de segundo orden 90 y 440 M's™,
donde ya se considera la mitad del valor de la especie monodesprotonada al considerar la

probabilidad de que cualquiera de los dos grupos presentes se pueda desprotonar.

Kops = K4 [CAHOXDien]" + ks [CdOxDien] Ec. 17

1.8x107

1.6x10”
1.4x10”
1.2x10° A
< 1.0x10°
" gox10°
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Figura 6.6.9. Constantes de rapidez observadas corregidas en funcion del pH. La linea continua representa

la constante calculada de acuerdo a la ecuacién 16 considerando [CdHOxDien]” y [CdOxDien] como las
especies reactivas.
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6.6.5. H,OxDien con Zn?*

Los datos cinéticos del ligante H,OxDien con Zn** se analizaron mediante la ecuacion 18.

Kobs = ki [HOxDien] + k, [OxDien] + ks [ZnH,OxDien]** + k, [ZnHOxDien]" + ks [ZnOxDien] + K
[ZnOxDien(OH)] + k; [OH] Ec. 18

El diagrama de distribucién de especies sobrepuesto con las constantes de rapidez, figura 6.6.10,
nos permite ver, al menos cualitativamente, que las constantes observadas corregidas siguen la
tendencia en reactividad de la especie doblemente desprotonada presente en disolucion. Aunque
se tienen muy pocos datos en funcion del pH, al realizar una correlacion lineal multiple de las
especies que podrian presentar reactividad de acuerdo a la desprotonacion de los grupos oximas,
se obtuvo que las especies mono y doblemente desprotonadas presentan reactividad. Estos
valores se enlistan en la tabla 6.6.5.

5.0x10° 1.0x10™

4.0x10° - @OXDQ - 8.0x10?
/ \
// \ )

/

3.0x10°4 / 4 6.0x10?
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5 ] i -2
1.0x10 [ZnHZOxDien] 2.0x10

n
n [ZnOxDlen(OH)]
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Figura 6.6.10. Distribucién de especies Zn-H,OxDien en funcién del pH (lado izquierdo) sobrepuesta con los
valores de las constazmtes de rapidez observadas corregidas, Kgps’ s™, en funcion del pH (lado derecho),
H,OxDien 0.1 mM, Zn *0.05 mM, MOPS, EPPS, CHES, CAPS 50 mM, en agua a 25°C.

Tabla 6.6.5. Constantes de segundo orden para las especies de H,OxDien con Zn**.

Estructura propuesta de los Especies cinéticamente ko (M's™)

complejos formados con Zn** activas

[ZnOxDienH]* 70 % 50

& I [ZnOxDien] 1120 +170
\
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A partir de la ecuacién 19 se calcularon las constantes de rapidez observadas y se compararon en
la figura 6.6.11 con las constantes obtenidas experimentalmente. El modelo en el que se considera
que las especies reactivas con Zn** son las que tienen un ligante mono y doblemente
desprotonado reproduce adecuadamente los resultados experimentales. Sin embargo, el error
para la contribucion del ligante monodesprotonado es muy grande, 70% por lo que estos valores
se tratan como estimaciones de la reactividad. A valores de pH basico se obtuvo baja
reproducibilidad de las constantes, pero no se observo precipitado por lo que se piensa que los
complejos son estables a las condiciones empleadas en cinética, 1.2 metalligante en
concentraciones pequefnas, 0.05 y 0.1 mM. Al aumentar la concentracion de metal y ligante, las
reacciones son muy rapidas, con tiempos de vida media menores a 60 segundos, por lo que la
determinacion adecuada de estas constantes requiere del uso de un equipo de stopped-flow, que
ya no fue posible emplear por razones de tiempo. Adicionalmente vimos que estas reacciones son
de primer orden, aunque la concentracion del cation metdlico es igual a la del sustrato empleado,
lo cual implica que el proceso es catalitico ya que el complejo no se consume durante la reaccion.

Kobs = K4 [ZNHOXDien]" + ks [ZnOxDien] Ec. 19
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Figura 6.6.11. Constantes de rapidez obsernvadas corregidas en funcién del pH. La linea continua representa
la constante calculada de acuerdo a la ecuacién 19 considerando [ZnHOxDien]” y [ZnOxDien] como las
especies reactivas.

6.6.6. H,OxP con Zn?*

Se hizo el estudio de la dependencia de pH de H,OxP con Zn*, en donde se considera que
participan todas las especies presentes en disolucion de acuerdo a la ecuacion 20, al tratarse de
una reaccion de primer orden.

Kobs = K1 [HsOXP] + K, [H;OXP] + k3 [ZNHsOxP]+ ks [ZnH,OxP]+ ks [OH] Ec. 20
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En la figura 6.6.10 se muestra la distribucion de especies sobrepuesta a las constantes
observadas de rapidez obtenidas ya corregidas por el medio y por las especies reactivas del
ligante.

. 2
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Figura 6.6.10. Distribucion de especies Zn-H4;OxP en funcion del pH glado izquierdo) sobrepuesta con los
valores de las constantes de rapidez observadas corregidas, kops' S, en funcion del pH (lado derecho),
H4OxP 0.1 mM, Zn”* 0.05 mM, MOPS, EPPS, CHES, CAPS 50 mM, en agua a 25°C.

El diagrama de especies muestra que so6lo una de las especies esta participando en la hidrélisis de
4-NFA ya que las constantes observadas corregidas siguen la tendencia de la especie
monodesprotonada, al realizarse la correlaciéon lineal multiple contemplando a las dos Unicas
especies que se forman con Zn** en disolucién, se obtuvo que efectivamente sélo la especie
monodesprotonada tiene reactividad, dando una constante de segundo orden de 220 + 10 M's™,

la cual se determiné de la pendiente de la recta de la figura 6.6.11 y ecuacion 21.
Kobs = K3 [ZnH;OxP] Ec. 21
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Figura 6.6.11. Constantes de rapidez observadas corregidas (m), la linea continua representa la
constante calculada de acuerdo a la ecuacion 21.
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Para la reactividad de H,OxP con Cd* la curva cinética obtenida no coincide con la Gnica especie
observada en las titulaciones potenciométricas por lo que es necesario hacer estudios mas
detallados del estudio de su reactividad. En estos estudios se deberia medir las constantes de
rapidez observada en varias condiciones: incrementando la concentracion de los reactivos y hacer
las mediciones correspondientes empleando un equipo stopped-flow y variando la concentraciéon
del catién metalico a valores fijos de pH, para saber como se va coordinando Cd**. Esto dltimo
debido a que esperamos tener un sistema como en la figura 6.6.12 que pueda coordinar cuatro
cationes metalicos, se desprotonen los cuatro grupos oxima, y trabajar a valores de pH 6ptimos en
los que la carga sea positiva en cada una de las ramas de H,OxP para favorecer la entrada del

sustrato entre estas ramificaciones, al repelerse cada uno de estos grupos.

Sustrato

)

Figura 6.6.12. Sistema propuesto para la complejacion del ligante H;OxP con cationes metalicos

Lo interesante de estudiar este ligante, después de probar si tenia reactividad con el sustrato
modelo 4-NFA, era probar si tiene reactividad hacia la hidrolisis del sustrato paraoxon, el cual es
mas voluminoso y presenta problemas de solubilidad, por lo que se probé a diferentes
concentraciones de Zn**, empleando una concentracion constante de ligante 0.22 mMy a pH 8. En
la figura 6.6.13 se muestran las constantes de rapidez observadas (ya corregidas por la
contribucion alcalina) graficadas en funcion de la concentracion de zinc. Lo primero que
observamos en esta grafica es que las constantes medidas son 100 veces mayores a la hidrélisis
alcalina del paraoxén empleado como sustrato a estas condiciones (kqs 8.5%10° s™), lo cual es un
efecto catalitico importante y, en segundo lugar, observamos que la reactividad depende
linealmente de la concentracion del zinc. Esta linealidad refleja que los cationes metalicos se
siguen complejando con el ligante, la grafica muestra hasta dos equivalentes adicionados, y
todavia no se observa una saturacion, la cual se esperaria que apareciera después de haber
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adicionado cuatro equivalentes. Para este sistema sera interesante hacer estudios mas detallados
optimizando ademés el pH para cada cation metdlico, probar dendrimeros mas ramificados y

estudiar su reactividad hacia la hidrélisis de este tipo de sustratos de interés ambiental.
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/
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0.0 1.0x10™ 2.0x10* 3.0x10* 4.0x10* 5.0x10*
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Figura 6.6.13.Constantes de rapidez observadas corregidas en funcion de la concentracion de n”, H4OxP
0.22 mM, 25°C, pH 8.

7. Anédlisis general y comparaciéon con sistemas reportados.

Después de analizar la reactividad de cada uno de los ligantes en términos de las especies
presentes en disolucion y obtener sus constantes de segundo orden en la hidrélisis de 4-nitrofenil
acetato, se comparan estas constantes de oximalisis con otras oximas en un grafico de Brensted.
Lo primero que resalta es que encontramos en la zona de nivelacién de la reactividad en disolucién
acuosa para este tipo de nucledfilos las especies H,OxP, OxDien y HOxIm, mientras que la
especie neutra H,OxIm y las especies H;OxP y HOxDien no se comportan como a-nucledfilos
(figura 7.1).
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Figura 7.1. Grafico de Brgnsted del logaritmo de las constantes de segundo orden de aminoximas
reportadas, junto con las obtenidas en este trabajo para los tres ligantes sintetizados.

Este grafico de Brgnsted incluye aminoximas que tienen un anillo de piridina como grupo
coordinante a diferencia de las estudiadas en este trabajo donde una es una amidoxima y dos de
ellas aminoximas alifaticas. Observamos que las especies OxP y OxDien caen en el intervalo de
reactividad observado para a-nucleofilos, esta “nivelacion” ha sido explicada por un desbalance
gue surge, por un lado de que antes del ataque nucleofilico el nucledfilo se desolvate y por el otro
de la cada vez mas fuerte solvatacion de los nucledfilos muy basicos en agua; estos procesos
estan desincronizados y el resultado es que no se observa una reactividad proporcional a la
basicidad (indicada por la linea punteada en la figura 7.1) de oximas muy basicas porque estan
fuertemente solvatadas. Cuando se protonan estos ligantes, su reactividad es mucho menor a la
de aminoximas como a-nucledfilos.

En tabla 6.1 se comparan los ligantes H,OxDien, H,;OxP con el ligante H,Oxen [Alpizar 2017] y sus
complejos con cationes metdlicos divalentes, donde se analizara la influencia en el aumento de

nimero de atomos donadores en la estabilidad de cada complejo y si esta relacionado con la
reactividad observada.
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Tabla 7.1. Comparacion de aminoximas.

sl Nt
W N RSN /)\ o
2 || e
. N o on (
H,Oxen H,OxDien : H.OXP
pKa pKa pKa
HsL 11.76
H,L 10.84 9.90 11.83
HL 12.13 11.85
ZnLH, 6.4 6.54 9.12
ZnLH 8.7 9.68
ZnL(OH) 11.85
CdLH, 9.27 8.62
CdLH 10.00 10.27
CdL(OH) 12.97
Especies Kox, Estructura Kox, Estructura Kox, Estructura
(M7s™) (M7s™) (M7s™)
HsL 5.4 M
H,L 70 N
HL 22 A 2.80 G
L 37.8 B 38.27 H
ZnLH 1250 C 70 I 220 0]
ZnL 2030 D 1120 J
ZnL(OH) 2340
CdLH 680 E 90 K
CdL 750 F 440 L
CdL(OH) 700

En figura 7.2 se comparan graficamente las especies cinéticamente activas de la tabla 7.1 las
cuales estan sefaladas entre paréntesis y numeros en negritas para poder identificarlos
rapidamente. En la tabla 7.1 observamos que de los tres ligantes estudiados en este trabajo, la
reactividad de las especies libres es mayor para el ligante H,OxP.
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Figura 7.1. Comparacion grafica de las especies reactivas de los ligantes (¢) H,Oxen, (e) H,OxDien y (A)
H4OxP de la tabla 7.1. Los simbolos o corresponden a las oximas mencionadas en la tabla 2.1 de la seccién
2.

Si analizamos la reactividad de las especies con Zn**, de acuerdo a su basicidad para la especie
[ZnOxPH] (14) se esperaria mayor reactividad en comparaciéon a la basicidad de las especies

[ZnOxDienH] (9) y [ZnOxenH] (3), sin embargo esto no sucede y la especie [ZnOxenH] presenta
mayor reactividad. Esto puede ser debido a que la especie con el ligante derivado de un
dendrimero se expande o compacta dependiendo del grado de protonacion y no deja entrar
facilmente al sustrato; en el caso de la especie con el ligante a base de etiléndiamina el sustrato

entra con mayor facilidad al ser un grupo pequefio en comparacion con el dendrimero.
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Figura 7.2. Comparacion de aminoximas de la tabla 7.1 y figura 7.1.
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En la figura .2 se muestran las estructuras de las especies cinéticamente activas que se graficaron
en la figura 7.1 y se enlistaron con nimeros en negritas en la tabla 7.1. En la tabla 7.2 se
comparan los sistemas que tienen como base nucleofilica un grupo amidoxima y en la figura 7.3 se
comparan graficamente estos sistemas, identificando entre nimeros en negritas las especies
cinéticamente activas y con valores de pK, asignados. En la figura 7.4 se muestran las estructuras
de las especies graficadas en la figura 7.3 y enlistadas en la tablas 7.2.
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Figura 7.3. Comparacion grafica de las especies reactivas de los ligantes (=) Hydapd, (¢) HPyAmOx y (A)

H,OxIm de la tabla 7.2. Los simbolos © corresponden a las oximas mencionadas en la tabla 2.1 de la
seccion 2.
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Tabla 7.2. Comparacion de amidoximas y cetoximas.

7 | X HN ) NeH
. | N b
|N N| N Non Ho "on
Ho/ \OH NH,
H,dapd HPYAMOX H,OxIm
[Yatsimirsky 1998] [Lépez 2017] [Este trabajo]
Especies pK. pK, 0K
[HoL] 11.3 1201
[HL] 11.5 12.18 12 64
[ZnHzL]2+ 6.0 761
[ZnHL]* 8.50 9.38
[ZnL(OH)] 6.59 11.44
[CdH,L]* 7.1 9.34
[CaHL]" 9.13 10.86
[CAL(OH)] 11.47
[CuH,L]** 200
[CuHL] 6.81
[CuL(OH)I 11.21
Especies Kox, Estructura Kox Estructura Kox, Estructura
(M's™) (M1s?) (Ms™Y)
[HL] 0.14 s
[HLT 0.20 T
[L]* 60 P 57 Q 14 U
[ZnHL] 60 Y%
[ZnL] 840 W
[ZnL(OH)T 8700 47 1350 X
[CAHL]* 160 v
[CdL] 10,900 700 R
[CAL(OH)] 730 z
[CUL(OH)] 220 A
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Figura 7.4. Estructuras de las comparacién de aminoximas y cetoximas de la tabla 7.2 y figura 7.3.

En la tabla 7.2 se observa que existen mayor cantidad de especies del ligante H,OxIm que
presentan reactividad hacia la hidrélisis de 4-NFA, sin embargo la reactividad del ligante libre
comparada con las especies [Hdapd] (1) y [PYAmOX] (2) no es tan grande y es menor que la del
ion OH', pero al complejarse con cationes metalicos las especies con H,OxIm resultan ser muy
estables a comparacion de HPyAmOX, y presentan reactividad. Con cationes metdlicos solo se
puede comparar directamente la reactividad de las especies [CdPyAmOx] (3) y [CdHOxIm] (8) con
valores de pH entre 9.1 y 9.3, donde la reactividad de (8) es aproximadamente la mitad de la que
se observa con (3), sin embargo aunque no alcance la reactividad de especies que contienen un
anillo aromatico en su estructura, la amidoxima sintetizada presenta una reactividad mayor al
complejarse con cationes metélicos. Vemos también tres zonas con diferentes tipos de complejos:
los complejos hidroxo estan en la zona de nivelacion, pero con mayor reactividad a los a-
nucledfilos; luego estan los complejos ML en los que el ligante esta desprotonado y siguen la
tendencia lineal en la que desaparece el efecto del desbalance por la solvatacion del nucledfilo y
adicionalmente el complejo de zinc, tiene una desviacion positiva de la parte lineal, lo que se
puede interpretar por un efecto particular del catibn metdlico, lo cual puede estar relacionado con

ser el cation metalico de eleccién en las enzimas naturales.
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7. Conclusiones

Las oximas H,OxIm, H,OxDien y H,OxP, al desprotonarse en disolucion acuosa, generan especies
nucleofilicas. Las especies desprotonadas se comportan como a-nucledfilos en la hidrélisis de 4-
nitrofenil acetato y muestran, como otras oximas, una nivelacion en su reactividad en un grafico de

Bregnsted en funcion de su basicidad.

La protonacion de los grupos ionizables de los dendrimeros y sus derivados requiere considerar

microconstantes de acidez y proponer un modelo de protonaciones macroscopicas relacionadas.

Al emplear estos ligantes, H,OxIm, H,OxDien y H,OxP, se comprob6é que no es necesaria la
presencia de un anillo aromatico en la estructura del ligante para que tenga reactividad en la
hidrdlisis del éster 4-nitrofenil acetato. Sin embargo, las oximas alifaticas H,OxIm, H,OxDien y
H,OxP, tienen menor reactividad esterolitica, aproximadamente 3 veces, que las oximas o

amidoximas que tienen piridina en su estructura.

En presencia de cationes metalicos, la reactividad de las oximas H,OxIm, H,OxDien y H,OxP
aumenta hasta 3 6rdenes de magnitud, si se comparan las especies en el mismo estado de
protonacion con o sin catiéon metdlico. Este efecto se debe tanto al incremento en la acidez del
ligante como a un efecto propio de los cationes metalicos ya que la reactividad de los complejos

metal-oximato esta por encima de la reactividad de los grupos oximato libres.

En presencia de cationes metalicos las oximas alifaticas H,OxIm, H,OxDien y H,OxP, tienen mas
especies reactivas que las oximas o las amidoximas aromaticas que tienen piridina en su
estructura, principalmente debido a que al tener mayor denticidad se forman especies mas
estables e incluso especies hidroxo con los cationes metalicos.

Para todos los ligantes, los complejos metal-oximato mas reactivos son los de Zn*" y Cd**. El Co**
casi no da un efecto catalitico, el Cu*" y el Ni** son cationes muy acidos que causan que disminuya
la nucleofilia de los grupos oxima coordinados y por lo tanto tienen una baja reactividad aunque
son muy estables en disoluciones basicas. Sin embargo, es importante porque hay pocos ejemplos
en la literatura en que se observe reactividad esterolitica por parte de complejos metal-oximato con

cobre.
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Los complejos metalicos de la bis amidoxima H,OxIm tienen una reactividad ligeramente mayor
gue la de los complejos de la amidoxima HPyAmOX, por lo tanto, si se varia la estructura de la

amidoxima se podria modular la reactividad de los complejos metal-oximato.

Los complejos de la aminoxima H,OxDien con Zn**, Cd*," y Cu®" son muy estables y nos
permitieron ir a valores de pH mayores a 12.0 sin la precipitacion de los hidroxidos
correspondientes. Se propone que el ligante, que tiene 5 grupos donadores actia como ligante

anionico tetradentado y por eso los cationes metalicos se coordinan fuertemente.

Los complejos metal-oximato generados con el ligante H,OxP, derivado de un dendrimero PAMAM
de generacion 0.0 son los méas débiles de los complejos estudiados ya que en cada una de las
ramificaciones se tiene un ligante bidentado. Se observd un incremento en la reactividad
Gnicamente con Zn** ya que este ion puede formar complejos hidroxo reactivos. Si se compara la
reactividad del complejo de zinc del H,OxDien con el de H,OxP, en el caso del derivado del
dendrimero la constante de segundo orden es 4 veces mayor, y si se compara el ligante H,OxP en

presencia y ausencia de zinc, la reactividad aumenta 100 veces en presencia del cation metalico.
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Espectro de infrarrojo de la imina precursora del ligante H4OxP.

100

80

60
%T 1293 982
1367
40 1438
20 1568
0 . , . , : , . , . , . , . ,
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm®
Espectro de infrarrojo del ligante H,OxP.
100
90
80
70
60 943
1 1119
50
%T
401 1367
1 %7 ) 1439
30 1 m/h MJ e u
p 3082 ‘ ‘\;‘; \/\h\/\/\‘L \N‘/\/N\K‘:}%
20 2970 S ~ ¥
1 w21~ 1552
10 4 3250 2929 ) L
| ﬂ»\Tg 1632
L
0 T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
-1
cm

98



Anexo |l

- Dependencia de la concentracion de H,OxDen a valores fijos de pH.
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Anexo lll

A) Obtencion de kqs por el metodo integral.

Se considera que la hidrdlisis del éster 4-NFA sigue la ecuacion cinética (1)

S = kINFA][HOxDien"] (1)

Y que cada especie tiene un orden de reaccion de uno, donde [HOxDien'] es la concentracion del
ligante libre. En presencia de metales la concentracion de la oxima no cambia con el tiempo, por lo
gue funciona cataliticamente y obtiene una condicion de pseudoprimer orden, debido a esto la
rapidez de la formacion de 4-nitrofenol es igual :

d[NF7]

" = Kpg[NFA] = -5

w @

d[NF~
S = —kgpedt (3)

[NFA] = [NFA], e~ Kobs() 4)

Al hacer el balance de masas de NFA:

[NFA] = [NFA], — [NF~]  (5)

Al despejar la concentracion [NFA], en la ecuacion (5) y sustituirla en (4) y despejando [NF~], se

obtiene una dependencia en funcién de la concentracion de [NFA], :

[NFA] = [NFA], — [NFA],e(kobs(®) ()

[NFA] = [NFA], (1— e(“kobs(t) (7)
Al considerar la ley de Lambert-Beer, la cual relaciona proporcionalmente el producto del
coeficiente de absortividad, la concentracion y la longitud de paso Optico en el medio con la

absorbancia:

A =¢lC (8)
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Teniendo en cuenta que se utilizé una celda con un paso 6ptico de 1 cm de longitud y siguiendo la

absorbancia a una longitud de onda de 400 nm, tenemos:
A0 = e} [NF7] )

De (9) despejamos [NF~] y sustituimos en (7). Posteriormente despejamos la absorbancia a 400

nm y obtenemos:
AR0 = g}f2 [NFA], (1 — e(“kobs®)) (10)
A un tiempo infinito, habra una conversién completa del NFA inicial, por lo que queda:
A0 = A%00 (] _ (~Kobsto)) (11)
Pero la lectura de la absorbancia se inicia a un tiempo cero (ty), por lo que habra una
concentracion inicial del producto debida al tiempo de transformacion no monitoreado (A;) , donde
se observa a continuacion su contribucion:
A0 = A 4 AA%00 (1 — e(~kobs(D)) (12)
Donde AA*0 = A%00

(B) Modelo para la disociacion 4cida del grupo oxima.

Se considerd el siguiente equilibrio para calcular el valor de la constante de disociacion acida,
tomando en cuenta solo uno de los dos grupos oximas presentes en el ligante.

N N ®

\H\H/\/ \/\NJ\( ‘La—‘%u/\/ \/\ | L q
N N N
HO/ \OH HO/

__ [HOxDien][H"]
- [H,OxDien]

Iz

Ka 1)
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Haciendo el balance de masas:
[H.OxDien], = [H,OxDien] + [HOxDien'] 2
Al considerar la absorbancia de la disolucion, de acuerdo a lay de Lambert-Beer, tenemos:
Abs = €1 [H,OxDien] + ¢, [HOxDien’] 3
Despejando del balance de masas (2) a [H,OxDien] y sustituyendo en (3), se tiene:
Abs = ¢l ([H,OxDien], — [HOxDien]) + €2 [HOxDien’] 4)
Despejando de (1) [HOxDien] y sustituyendo en (4) y asociando términos, obtenemos:

+ . —
Abs = €1 [H,0OxDien], + (£2-€1) (m)

(5)

Sustituyendo en el balance de masas por el oximato [HOxDien] de (1):

[H*][HOxDien™]

. . . [H7]
[H,0xDien], = + [HOxDien™] = [HOxDien™| +1
Kq Kq
. [H,0xDien]o
HOxDien™ | = 6
e = Ty

Sustituyendo la ecuacion (6) en (5) y reacomodando se obtiene (7):

H* H,O0xDi
Abs = €1 [H,0xDien]o + (€2 — €1) <[ ]> [H20xDienlo

Kq ( [H +])
1+ K,
+ + .
e[HszDien]O(l + [[7{ ]]> + (e2—¢1) <[H ][HZKOxDlen]o>
Abs = a - a
1+ ]
Kq
. . [H+]
€1 [H,0xDien]o+ €2 [H;0xDien]o|——
Abs = — ° 1+[H+]2 o) @
Ka
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Sustituyendo el producto del coeficiente de absortividad y la concentracién por la absorbancia, y en
su forma logaritmica se obtiene:

Ap— + Ag (10PKa—PH) )
1+10PKa—pPH

Abs =

106



	Portada

	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Hipótesis
	4. Objetivos
	5. Metodología
	6. Resultados
	7. Análisis General y Comparación con Sistemas Reportados

	8. Conclusiones

	Bibliografía
	Anexos


