UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
< b IS DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

o-Nucleofilos metal-oximato. Efectos de
solvatacion en mezclas MeCN-H20

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
QUIMICA

PRESENTA :

TONANTZIN CORDERO FERNANDEZ

CD. MX. 2019




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Lena Ruiz Azuara

VOCAL: Claudia Paola Gomez Tagle Chavez
SECRETARIO: Juan Arturo Mendoza Nieto

1ER. SUPLENTE: Adrian Espinoza Guillen

2DO. SUPLENTE: Sergio Santiago Rozenel Domenella

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA

Laboratorio 213 del Edificio B, Departamento de Quimica Inorganica y
Nuclear, Divisién de Estudios de Posgrado, Facultad de Quimica,

Universidad Nacional Autdnoma de México.

ASESOR DEL TEMA:

Dra. Claudia Paola Gémez Tagle Chavez

SUSTENTANTE:

Tonantzin Cordero Fernandez



Agradecimientos

Agradezco el apoyo recibido de DGAPA-UNAM-PAPIIT a través de los
Proyectos IN214514 e IN219718.

Agradezco el apoyo de la Facultad de Quimica de la UNAM a través de
los recursos PAIP 5000-9161.

A la Unidad de Servicios y Apoyo a la Investigaciéon y la Industria
(USAII) por los servicios de caracterizacién otorgados.



Indice

Abreviaturas y simbolos=--=============m oo 3
RESUMEN ~= === == m oo m o o oo oo oo o e e e e e 4
1. INtrodUCCION ========= == oo oo oo e e e e oo 5
2. Antecedentes ---------=-=mmmmmmmm oo 9
3. HipOtesis —====mmmmmmm oo e e e e e e 24
4. ODbjetivos —=======m == oo o e e e e 25
4.1 Objetivo general: ----=-=========--mmmmm oo 25
4.2 Objetivos particulares: -----=-======-=-=---mmomm oo 25
5. Metodologia -==========mmmm oo e e e 26
5.2 EQUIP0OS === === === m o o o o e o e e e oo 29
5.3 Programas —=========== == oo o o o o o o o oo 29
5.4 Sintesis del ligante HOXAPY =========mmmm oo oo 30
5.5 Condiciones generales de trabajo------------=-=-=-==-=-----ocmomomooo— 31
5.6 Titulaciones potenciometricas ----==============mmmmmm oo 32
5.7 Estudios CiNétiCOS ============m === oo oo e e e e 33
5.8 Diagrama general del procedimiento experimental--------------------- 35
6. Resultados -----===========mm oo e 36
6.1 Determinacion de los valores de pKw en mezclas MeCN-H20 ---------- 36

6.2 Determinacién de las constantes de disociacién acida del ligante
HOxAPy en 30 y 50% v/v MeCN-H20 -------====-=-=--mmmmmmmmmmm oo 36

6.3 Determinacidon de las constantes de formacion acumulativas (logB) de
los complejos del ligante HOxAPy con Cd(II) y Zn(II) en mezclas 30 y 50%

V/V MeCN-H20 ========== === oo oo oo oo oo oo 44
6.3.1. Complejos del ligante HOXAPy con Cd(II) ------==-=====mmmmmuuu-- 44
6.3.2. Complejos del ligante HOXAPy con Zn(II) ------=========mmmmmuuumm 48

6.4. Estudios cinéticos. Determinacion de la constante de hidrdlisis alcalina,

kon, en mezclas con 30 y 50% v/v M@CN----======-=----omomommmommmooooo 51

6.5. Determinacién de los coeficientes de absortividad (&) del 4-nitrofenol
en mezclas MeCN-H20 ----======mmmmmm oo oo oo oo oo oo 55



6.6. Estudios cinéticos. Reactividad esterolitica del anidon oximato de

HOXAPy, kox, en mezclas de MeCN-H20 ---------=-=---=--mmmmmmmmmmm oo 58
6.6.1 Determinacion de kox del ligante HOXAPy en mezclas de MeCN-H>0
adicionando 0.5 equivalentes de base ----------------=-------mcmomooo - 58

6.6.2 Determinacion de kox del ligante HOXAPy considerando la hidrélisis
alcalina, pKa del ligante y pKw en mezclas de MeCN-H20 ---------------- 61

6.6.3 Determinacion de las constantes de reactividad intrinseca del
nucleofilo 4-clorofenol kcipho™ en mezclas 30 y 50% MeCN-H,O---------- 64

6.7. Estudios cinéticos. Reactividad esterolitica de los complejos del ligante
HOxAPy con metales divalentes Cd(II) y Zn(II) hacia el 4-NFA en mezclas

30 y 50% MeCN-H20 -=========mmmm o mmm oo oo o oo oo oo 66
Complejos del ligante HOXAPy con Cd en mezclas MeCN-H20 ------------- 66
Complejos del ligante HOXAPy con Zn en mezclas MeCN-H20 ------------- 71
Estudios cinéticos en la mezcla 30% v/v MeCN-H20----------------------—- 72
Estudios cinéticos en la mezcla 50% v/v MeCN-H20------=---------------—- 78
7. Analisis global de resultados -----=--=========--ommomm oo 84
8. CoNClUSIONES =-====== === m == m oo oo o o e oo 89
9. Bibliografia --=-========== oo e 90

APENdICES === === == oo e e e e e e e e e 95



Abs

Ao

Ainf

€
HOXxAPy
Kobs
kon
Kcorr
kox
kmL
Kcalc
nm
PKa

p
4-NFA
4-CIPhOH
MeCN
DMSO
MES
MOPS
EPPS
CHES
CAPS

Abreviaturas y simbolos

Absorbancia

Valor limite de la absorbancia al tiempo inicial

Valor limite de la absorbancia al tiempo infinito
Coeficiente de absortividad molar
3-(hidroximino)-N-(piridina-2-ilmetil)-butan-2-amina
Constante de rapidez observada

Constante de rapidez de hidrdlisis alcalina

Constante de rapidez corregida (kobs-kon[OH])
Constante de reactividad intrinseca o constante de oximdlisis
Constante de rapidez de hidrolisis debido al complejo ML
Constantes de rapidez calculadas o tedricas
Nandmetros

Logaritmo de la constante de disociacion acida
Constante de formacion acumulativa

4-nitrofenil acetato

4-clorofenol

Acetonitrilo

Dimetil sulféxido

Acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico

Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico

Acido 4-(2-Hidroxietil)-1-piperazina propanosulfénico
Acido 2-(Ciclohexilamino) etanosulfénico

Acido 3-(Ciclohexilamino) propanosulfénico



Resumen

El principal objetivo del presente trabajo fue el de estudiar la reactividad de
un a-nucledfilo libre y coordinado con cationes metalicos, el anidon oximato
de la oxima HOxAPy y de sus complejos con Cd(II) y Zn(II), hacia el éster 4-
NFA en dos mezclas acuosas con 30 y 50% v/v MeCN-H20, con las cuales se
busca comparar la reactividad intrinseca de las especies presentes en medios
con menor contenido de agua, ya que anteriormente observamos que al
coordinarse con cationes metalicos su reactividad no disminuye como una
consecuencia de la menor densidad electronica sobre el dtomo en posicidn
alfa al sitio nucleofilico sino que, por el contrario, aumenta. Ademas, es un
mejor modelo de metalohidrolasa, en el sentido de que el sitio activo de las
enzimas naturales esta en un medio con bajo contenido de agua.

Para lograr esta comparacion, primero se sintetizd y caracterizé un lote del
ligante HOxAPy (AE, FTIR y RMN-1H) y se obtuvieron, mediante titulaciones
potenciométricas, los valores de pKa del grupo oxima del ligante HOXAPy en
30% (pKa: 12.93) y 50% (pKa: 13.30) MeCN-H;0, asimismo se realizaron las
titulaciones potenciométricas de los complejos del ligante HOxAPy con los
cationes metadlicos Cd(II) y Zn(II), obteniendo las constantes de formacion
sucesivas para cada complejo presente en cada porcentaje de acetonitrilo,
debido a que no necesariamente se forman las mismas especies y la cantidad
de cada una presente en disolucién depende de estos valores. Después, se
realizaron estudios cinéticos de los que obtuvimos a diferentes condiciones
las constantes de rapidez; se estudidé la dependencia de estas constantes del
pH y de la concentracidon. Después se correlacion6 la reactividad observada
con la cantidad e identidad de cada especie presente en disoluciéon y se
obtuvieron los valores de las constantes de velocidad de segundo orden para
todas las especies presentes, tanto del anidn oximato como de cada
complejo metaélico, en las dos mezclas acuosas de acetonitrilo. En la mezcla
30% MeCN-H;0 se obtuvieron los siguientes resultados: kon 6.9 M1 s71, kox:
54 M-1st, kcqi: 4500 Misl, kzn: 410 M1st y kznion):2460 M-1s1; mientras
que en la mezcla 50% MeCN-H;0 los valores fueron: kou:3.5 M1 s, kox: 37
M-1s1 kcgi: 3100 M1st, kzni: 190 M1 s, kzniom):340 M1 sty kzniony2: 400
M-1 s,

Se encontrd que en 30 y 50%, el efecto catalitico del anién oximato y de sus
complejos metalicos es menor que en agua, pero los complejos metalicos
presentan reactividad esterolitica a menores valores de pH.



1. Introduccion

La quimica biomimética es un area de la quimica que busca imitar el
funcionamiento de algunos sistemas bioldgicos con sistemas quimicos, entre
ellos las enzimas, que son los catalizadores mas eficientes y limpios que
existen en la naturaleza [Sgobbi & Machado, 2018], con la finalidad de lograr
aplicaciones practicas. Por ejemplo, las hidrolasas son metaloenzimas que
catalizan la hidrdlisis de diversos tipos de ésteres carboxilicos [Wille ,
Kaltenbach, Thiermann, & Worek, 2013] y fosfatos. En la Fig. 1.1. se
muestran algunos ejemplos.
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Fig. 1.1. Ejemplos de ésteres carboxilicos y fosfatos.

Por su parte, muchos de los compuestos organofosforados que se utilizan
como pesticidas son ésteres fosfato. Si bien estos compuestos en la
agricultura sirven para proteger cultivos y arboles frutales contra una gran
variedad de insectos y plagas [Han, Balakrishnan, vanLoon, & Buncel, 2006],
son nocivos para el medio ambiente y pueden alterar los ecosistemas con
consecuencias severas para los seres humanos. Su mecanismo de hidrdlisis
es similar al de los ésteres carboxilicos y corresponde a un proceso de
adicidn y eliminacion, como se muestra en la Fig. 1.2.
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Fig. 1.2. Mecanismo general de la hidrélisis de ésteres carboxilicos y fosfatos.



Si bien hay enzimas naturales que pueden degradar los triésteres fosfatos,
seria mas adecuado tener enzimas artificiales que puedan ayudar a
degradarlos. Este grupo de compuestos también pertenecen a varias armas
guimicas, [Singh, Karpichev, Tiwari, Kuca, & Ghosh, 2015], como sarin,
soman, tabun, etc. Su toxicidad radica en que son potentes inhibidores de la
enzima acetilcolinesterasa (AChE) encargada de la transmision del impulso
nervioso. Durante una intoxicacion por un compuesto organofosforado, se
forma un enlace quimico entre el atomo de fésforo y el dtomo de oxigeno del
grupo hidroxo de la serina, que es el sitio nucleofilico encargado de la enzima
AChE impidiendo el correcto funcionamiento de la AChE [Kalisiak, Ralph,
Zhang, & Cashman, 2011;Terrier, et al., 1991].

En la Fig. 1.3 se ilustra la reaccién que se lleva a cabo en la inhibicién de la
AChE y como la oxima 2-PAM funciona en la reactivaciéon de la AChE.
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Fig. 1.3. Inhibicidon de la AChE con paraoxon y su reactivacion con un antidoto (oxima, 2-PAM), [Tang
et al., 2019].

Una buena razoén para emplear oximas, es que la terapia de intoxicacién por
estos venenos se basa en la administracién de anticolinérgicos y de los
llamados reactivadores de AChE, principalmente oximas, (de hecho sdlo la 2-
PAM que es catidnica estd aprobada por la FDD para administrarse), que
deben ser capaces de efectuar un desplazamiento rdpido del residuo
organofosforado del sitio activo, restaurando la actividad enzimatica, [Worek,
Thiermann, & Wille, 2016; Worek & Thiermann, 2013; Tang, et al., 2019;
Yatsimirsky, Gomez-Tagle, Escalante-Tovar, & Ruiz-Ramirez, 1998].
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Fig. 1.4. Oximas utilizadas como antidotos para intoxicacion por compuestos organofosforados.

Desde un punto de vista quimico, las oximas son a-nucledfilos, es decir, son
nucleofilos que cuya reactividad es mayor a la esperada por su basicidad.
Aunque ésta es un parametro termodinamico, se puede relacionar con el
parametro cinético de reactividad que a su vez recae, en aspectos
termodinamicos del complejo activado en el estado de transicidon. Por esta
razon pueden utilizarse eficazmente para la descomposicidon nucleofilica de
neurotoxinas, antidotos para neurotdxicos y, en general, degradacion de
compuestos organofosforados [Um, Lee, Bae, & Buncel, 2005].

En nuestro grupo de trabajo se han realizado algunos estudios de la
reactividad de nucledfilos coordinados con cationes metalicos, en particular
empleando ligantes oximatos, buscando imitar las caracteristicas de
mecanismo cataliticos de varias metaloenzimas hidroliticas para aplicarlo en
el desarrollo de catalizadores similares a enzimas hidroliticas, [Yatsimirsky,
et al., 1998]. El mecanismo general de las enzimas hidroliticas involucra el
ataque nucleofilico hacia el sustrato por parte de un nucledfilo R-OH o R-SH
coordinado, producido por la desprotonacion del alcohol o de agua
coordinada a pH cercano a la neutralidad, lo cual es complicado considerando
que el pKa de un alcohol es del orden de 18 y el del agua mayor a 15. El
mecanismo de los complejos metal-oximato estudiados se da en 3 pasos: el
primero consiste en la desprotonacion del grupo oxima, para generar el
nucledfilo, el segundo es el ataque nucleofilico al grupo carbonilo y la ruptura
del éster con la liberacion del grupo saliente del sustrato y tercero la
hidrolisis del nucledfilo acilado/fosforilado con la participacion de un OH- o
molécula de H0 externa, que permite la regeneracion del nucleodfilo y cerrar
el ciclo catalitico, como se muestra en la Fig. 1.5. Adicionalmente se ha
buscado y logrado que el catalizador esterolitico sea de féacil sintesis y bajo
costo, que se forme in situ y que opere en forma catalitica en medio acuoso
a 25°C.



Fig. 1.5 Esquema del mecanismo catalitico para la ruptura del 4-NFA por medio complejos-oximato
[Yatsimirsky, et al., 1998].

Desde el punto de vista de la fisicoquimica organica se han realizado
estudios cinéticos que demuestran que la reactividad esterolitica de los a-
nucleofilos se modifica conforme se incrementa la fraccion de un disolvente
organico aprético en mezclas acuosas en reacciones de ruptura del 4-NFA: a
porcentajes de disolvente entre 10 y 50%, la reactividad de los a-nucledfilos
decrece, pero al ir a medios con 60-90% de disolvente aprético, la
reactividad aumenta rapidamente; se sabe también que el efecto o depende
fuertemente del centro electrofilico de los ésteres [Um, et al., 2005]; sin
embargo, no se sabe nada de cdmo cambia la reactividad de los a-nucledfilos
coordinados a cationes metalicos. Algo que generalmente no se considera y
en este caso es relevante, ya que el sitio activo de las enzimas esta inmerso
en un globo proteico que tiene un bajo contenido de agua, lo cual, causa que
tanto el nucledfilo como el sustrato estén menos solvatados.

Asi, en este trabajo se busca, ademas de imitar el sitio activo de una
metaloenzima mediante la formacién de los complejos metal-oximato,
estudiar y entender cdmo se modifica la reactividad de estos complejos en
mezclas acuosas de acetonitrilo, como ejemplo de un disolvente organico
aprotico completamente miscible con agua.



2. Antecedentes

Existe una gran variedad de especies nucleofilicas (bases, aminas,
oxianiones, etc.), que pueden catalizar la ruptura de diferentes ésteres tipo:
carboxilicos, fosfatos y sulfatos.

En la década de los 80s la hidrodlisis de ésteres carboxilicos se explicaba por
medio de dos mecanismos [Neuvonen, 1987] que son:

% Catalisis base general: La base ayuda al agua en el ataque al
carbonilo.

% Catalisis nucleofilica: La base ataca al éster directamente formando un
intermediario inestable que se hidroliza rapidamente.

Actualmente, se sabe que las reacciones de hidrélisis de diferentes ésteres se
dan por medio de reacciones de sustitucion nucleofilica bimolecular (Sn2),
este tipo de reacciones son comunes en quimica orgdnica, procesos
bioldgicos, bioquimicos, etc.

Al respecto también se sabe como se genera el estado de transicion, Fig. 2.1.
esquema general en la que el atomo central o especie electrofilica se
representa con A, el grupo saliente normalmente es una especie muy
electronegativa X, y el nucledfilo que se representa por :Nu [Hamlin, Swart,
& Bickelhaupt, 2018].

R1 31 R1
|
: | | :Nu—A,/
‘:Nu + \\\\A X >:Nu----~A----x R ‘,,///R + X
N\ S
R\ SN\ 2
R3 R2 R3 3

Fig. 2.1. Esquema general de una reaccion de sustitucidon nucleofilica bimolecular (Sn2).

Las reacciones de Sn2 dependen fuertemente del nucledfilo, por lo que en el
siguiente apartado se mencionaran los tipos de nucledfilos y la reactividad
gue presentan en reacciones de hidrodlisis de ésteres utilizando como modelo
el 4-NFA.



En 1933 Ingold, propuso la definicidn de nucledfilo, como “especie que dona
o comparte electrones con un nucleo atomico diferente”. Mientras que Swain
& Scott propusieron que un nucledfilo: es la especie reactiva que comparte
un par de electrones para formar un nuevo enlace entre si y otro atomo
[Bunnett, 1962].

Investigadores como Kirsch, Jencks & Gilchrist, se dedicaron a estudiar
reacciones de sustitucion nucleofilica hacia el 4-NFA, utilizando nucledfilos
como: alcoholes, aminas, piridinas, imidazoles, etc. En la tabla 2.1 se
enlistan algunos resultados de estos nucledfilos, [Jencks & Gilchrist, 1962;
Kirsch & Jencks, 1963].

Tabla 2.1. Valores de pKa y constantes de rapidez de segundo orden (knuc) de
diferentes nucledfilos normales [Jencks & Gilchrist, 1968].

Nucleéfilo pKa Knue, M"'st | Nucleéfilo PKa Knuc, M1s?

2 5.52  0.0028 /©/OH 10.07 1.9
\N

NZ 6.33 0.027 0 9.76 2.6
S | o HZN\)kOH
HZN\/\NH 7.42 0.093 HN 10.10 7.2
etilendiamina 2 10- 18 8.9 I\/NH
o
H\),\OH 8.25 0.17 /\NH2 10.97 16

HN 8.87 0.63 11.42 48
|\/o NH

OH 9.28 0.68 F E 12.37 64
/©/ HO\)<F

2,2,2-trifluoroetanol

OH 9.86 0.97 OH 13.55 180
9 =

prop-2-in-1-ol

En la Fig. 2.2 se muestra la grafica tipo Brgnsted de los nucledfilos
mencionados en la tabla 2.1.
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Fig. 2.2. Grafica tipo Brgnsted de nucledfilos normales.
La grafica de tipo Brgnsted se obtiene con la siguiente ecuacion:
logknu=PnucxpKa + ¢ Ecuacién de Brgnsted.
knuc: Constante de rapidez de segundo orden del nucledfilo.
pKa: Constante de disociacion acida del nucledfilo.

Bnuc: Parametro de Brgnsted indicador de transferencia de electrones en
reacciones de sustitucidon nucleofilica [Salah, Goumont & Boubaker, 2017].

De manera cuantitativa se observa una tendencia lineal en esta grafica de
Brgnsted, demostrando que la basicidad de los nucledfilos correlaciona
directamente con su nucleofilia. Sin embargo, esta dependencia solo se
observa para los llamados “nucleéfilos normales” [Jencks & Gilchrist, 1968].

Sin embargo, un gran numero de estudios experimentales demostraron que
hay varios tipos de nucledfilos, (idn nitrito, idn hipoclorito, hidrazinas, etc.),
que presentaban mayor reactividad comparada a la esperada con respecto a
su basicidad o polarizabilidad este hecho fue llamado “efecto o” [Edwards &
Pearson, 1961], que explica la mejora en la reactividad de algunos
nucledfilos hacia una variedad de centros electrofilicos, los cuales tienen uno
0 mas pares de electrones no enlazados en el atomo adyacente al centro
nucleofilico y por lo tanto pueden proporcionar densidad electrénica durante
el ataque nucleofilico [Nigst, Antipova, & Mayr, 2012]. Esta definicion solo se
toma en cuenta la estructura de los llamados a-nucleofilos [Um, Moon, Shin,
& Dust, 2018].
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Los a-nucledfilos mas conocidos y estudiados son: perdxidos, hidrazinas,
hidroxibenzotriazoles, acidos hidroxamicos, oximas, hidroxilaminas, etc. En
la Fig. 2.3 se ilustran algunas estructuras de estos nucledfilos [Shin, Yeo,
Kim, & Um, 2013].

1

. N, 2
N A
OH N+ H,N—NH .. OH —N
. / 2 2 / \

N | R OH

\ ;

* OH Fig.

2.3. Ejemplos de a-nucledfilos. (1) perdxidos, (2) hidroxibenzotriazoles, (3) hidrazinas, (4) acidos
hidroxamicos, y (5) oximas.

Actualmente, se sabe que en el efecto a estadn involucrados una serie de
factores y entre las principales estan:

X/
L X4

X/
L X4

La desestabilizacion del estado basal;, que implica la repulsion
electrostatica del par de electrones libres adyacentes al centro
nucleofilico [Um, Lee, & Buncel, 2001].

La estabilizacion del estado de transicidn, que se refiere a Ia
disminucidn relativa en la energia activacién del complejo activado en
el estado de transicidon (Ea) en reacciones de a-nucleofilos [Tarkka &
Buncel, 1995].

La hibridacion del centro electrofilico, ya que el efecto oo aumenta y se
incrementa el caracter s del centro electrofilico (sp3< sp?< sp), aunque
existen algunas excepciones [Um I.-H. , Lee, Bae, & Buncel, 2005].

El efecto del disolvente en el medio de reaccion, dado que en
reacciones de sustitucién nucleofilica surge una solvatacién diferente
de los a-nucledfilos [Ghosh, Satnami, Sinha, & Vaidya, 2005].

Por otra parte, los valores de Bnuc=1 en la correlacidn de Brgnsted se
atribuyen a la formacion del enlace en el estado de transicion, el cual, se
asocia con un gran efecto o. Edwards enfatiza que la magnitud Bnuc puede
solamente ser relacionada a el efecto a cuando los sustratos son similares.
Mientras que Buncel y Um concluyen que la magnitud del efecto a depende
fuertemente de la naturaleza del disolvente en el sistema [Nigst, et al.,
2012].
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La definicidn mas aceptada recientemente del efecto o es la desviacidn
positiva que exhiben los a-nucledfilos en la grafica de tipo Brgnsted, Fig. 2.4,
donde se observa la alta reactividad de un a-nucledfilo comparada con
nucledfilos normales [Zoltewicz & Deady, 1972]. Estas desviaciones son
reconocidas como indicadores importantes de caracteristicas mecanisticas
gue intervienen en reacciones de acilacién, fosforilacion, sulfurilacidon, asi
como transferencia de protones [Buncel, Cannes, Chatrousse, & Terrier,

2002].

o

[n] H 5\/\*7N~OH

a-nucledfilo

nuc

logk

-3 T T T T T T T T
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

pK,

Fig. 2.4. Grafica de Brgnsted de (*) nucledfilos normales y (o) un a-nucledfilo.

Las oximas que son utilizadas como reactivadores de la acetilcolinesterasa,
son capaces de hidrolizar varios ésteres carboxilicos y fosfatos. Los aniones
oximato exhiben una mejora en la rapidez de reacciones con diferentes
ésteres, [Han, Balakrishnan, vanLoon, & Buncel, 2006]. En la tabla 2.2. se
enlistan varias oximas estudiadas previamente en reacciones de hidrdlisis
hacia el 4-NFA, que es un éster modelo que permite comparar su reactividad.
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Tabla 2.2 Valores de pKa y constantes de segundo orden de oximolisis de
varias oximas hacia el 4-NFA, [Terrier, et al., 1991], [Mancin, Tecilla &
Tonellato, 2000], [Yatsimirsky, et al., 1998].

Oxima pPKa kox, Oxima pPKa Kkox,
Mgt M1lgl
0 6.54 2.40 °>\ \/ 9.42 65.5
I-|+s\/\)k/N‘OH \N—OH
BDMO
o 7.13 11.8 ND»CH 9.65 65.0
N ﬁ \ "NoH
/\N A
I < CONH2
| | 7.33 34.5 | t ] 9.90 71.0
AN oS 9.02 63.3 N
HON/ k/l \NOH - “on
HoNOH 7.46 22.3 10.00 45.0
@ 8.17 39.6 / N\ H
o ()~
o N,: NOH — N—OH
X 7.70 21.0 =\ N-OH 10.80 22.0
U
('\llj\ﬁ,,NOH W
Ho=NOM 7.79 32.1 | \ 11.10 45.0
IN? 8.55 48.0 N i
K/\NI : o _NH Neo
PC%“O” 8.05 35.0 | N 11.30 130.0
| >z
[N "
LN Ho N~on
N 8.27 61.0 )\( 11.74 60.0
N .NOH N N
C | Hool
H /N N\
OH
\_, ( 9.00 55.0 HOS |, 12.40 61.7
N*  N-OH )\

Como se observa la reactividad de aniones oximatos se caracteriza por la no
linealidad que presenta en la grafica logaritmica de tipo Brgnsted de las
constantes de segundo orden de oximdlisis vs pKa de oxima; hay un efecto
de nivelacion cuando los valores de pKa son aproximadamente >8 para el
sustrato de 4-NFA [Gomez-Tagle, Lugo-Gonzalez, & Yatsimirsky, 2013]. Este
fendomeno se ejemplifica en la Fig. 2.5, utilizando los valores de la tabla 2.2.
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Fig. 2.5 Grafica de Brgnsted de diferentes oximas en reacciones hacia el 4-NFA.

Las primeras explicaciones razonables que surgieron para el efecto de
nivelacion observado en la reactividad de oximatos explicaban por medio de
modelos propuestos por Jencks y Bernasconi para la tendencia de curvatura
observada en graficos de tipo Brgnsted (Fig. 2.5). Ellos propusieron que el
efecto de saturacién o nivelacidn resulta de una especial necesidad por la
desolvatacion parcial de los oximatos previa al ataque nucleofilico, esto es
menos importante para bases débiles comparadas con las bases fuertes. La
falta de sincronizacidn entre dos eventos concurrentes en un proceso tiene
que ser referido como un desbalance, actualmente esta explicacidon se conoce
como desbalance solvatacional o Solvational imbalance, pero Unicamente se
ha estudiado con nucledfilos organicos [Buncel, et al., 2002].

Por otro lado, Suh y Breslow fueron los primeros en estudiar la reactividad
hacia el 4-NFA utilizando oximas (2-piridinaldoxima y 2-acetilpiridinoxima)
coordinadas a los cationes metalicos Zn(II) y Cu(Il). En sus estudios
reportaron que la catalisis en la hidrélisis del 4-NFA es poco eficiente en
presencia de Cu(II), Ni(II) o Zn(II), porque la reactividad de los complejos
es menor a la de los aniones oximatos [Suh, 1992].
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Posteriormente nuestro grupo de trabajo comprobd que este mecanismo es
valido para distintos complejos oximatos, como la 2,6-diacetilpiridina dioxima
(H2dap), y recientemente el ligante HOxAPy en presencia de diferentes
cationes metalicos.

En la Fig. 2.6 se ilustra el ciclo catalitico de hidrélisis del 4-NFA del complejo-
oximato de la HOxAPy, el cual consiste en la desprotonacién del grupo oxima
para generar al anidon oximato. En seguida, el anidn oximato ataca al centro
electrofilico en este caso el grupo carbonilo del éster para formar al
intermediario que posteriormente es hidrolizado por agua o iones OH-
liberando un equivalente de acetato y generando nuevamente el ciclo
catalitico, [Lugo-Gonzdlez, Gdémez-Tagle, Huang, & del Campo, 2017;
Yatsimirsky, et al., 1998].

O'/_\\ o) [e) _
_N/ O>: _N/ \@H
O o
\ Knm(ox)
—M2+ _|_

N

N——M
H/ / H/ /
NO,

— ——N

\_/ \_/

NO,

Fig. 2.6. Reaccidon de hidrolisis del 4-NFA con complejos oximatos.

Otro efecto de la coordinacion de oximas a metales de transicion, es el
incremento drastico del caracter acido, el cual favorece la formacidon de
aniones oximato a menores valores de pH, [Kukushkin, Tudela, & Pombeiro,
1996]. Por otro lado, al disminuir el pKa de la oxima ésta puede perder su
alta nucleofilia y dejar de ser un buen nucledfilo ya que el par de electrones
adyacentes ya no puede aportar densidad electrénica en el estado de
transiciéon. Esto depende fuertemente de la acidez de Lewis del catién
metdlico al que se encuentre coordinado, y por ello los complejos metal-
oximato de Cu(II) tienen muy pequeiia reactividad. Anteriormente se habia
concluido que el papel del catién metdlico era Unicamente generar mayor
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fraccion del oximato a pH cercano a la neutralidad, sin embargo hay casos,
como los complejos metal-oximato del ligante HOXAPy con Zn(II) y Cd(II),
los cuales presentan una reactividad mayor, y por lo tanto el cation metalico
debe tener otras funciones.

Algunos aspectos importantes de la reactividad de oximas coordinadas
[Gomez-Tagle, et al., 2013;Lugo-Gonzalez, et al, 2017]:

% Los cationes metalicos catalizan la hidrdlisis de O-Acyl convirtiendo
oximas de reactivos estequiométricos a catalizadores.

% La reactividad del complejo oximato en algunas ocasiones puede ser
mayor incluso en comparacion al a-nucleéfilo ya desprotonado (anion
oximato).

» Se logra una concentracion mucho mayor del nucledfilo oximato
desprotonado a valores cercanos a la neutralidad al coordinarse a
cationes metdlicos, lo cual es particularmente importante para oximas
muy basicas.

X/

En particular la oxima HOxAPy al formar compuestos de coordinacién con
Cd(II) y Zn(II), muestran una reactividad nucleofilica hacia el 4-NFA que
sobrepasa por mas de tres ordenes de magnitud la de los oximatos libres,
este hecho se observa en la Fig. 2.7 en una grafica de Brgnsted, [Lugo-
Gonzalez, et al., 2017]. Como esta reactividad no tiene precedente en la
literatura, se ha planteado que el cation metdlico, ademas de disminuir el
pKa de la oxima, también contribuye a remover el desbalance solvatacional
alrededor del sitio nucleofilico.

* [Zn(OXAPY)(OH),]

[ ]
2 o [Cd(OxAPY)]
[Zn(OxAPy)(OH)]

Fig. 2.7 Grafica de Brgnsted con (=) iones oximatos y de los complejos metalicos formados con el
ligante HOxAPy con Cd(II) o Zn(II), donde se observa la remocién del desbalance solvatacional.
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Por otra parte, el efecto del desbalance solvatacional puede ser removido
utilizando medios de reaccion menos solvatados alrededor de los a-
nucledfilos (acidos hidroxamicos y oximas), esto se ha comprobado
utilizando mezclas de disolventes como DMSO y MeCN.

El efecto del disolvente en el efecto o es un tema controversial, debido a que
se realizaron estudios de reacciones en fase gas del hidroperoxido (HOO) y
el anion hidréxido (OH-) con metil-formiato donde se concluye que el efecto
a No existe en procesos de fase gaseosa [Buncel & Um, 1986]. En contraste
estudios computacionales muestran que los a-nucledfilos exhiben una baja
energia de activacion en comparacién de los nucledéfilos normales, (HOO- vs
MeO- o EtO") en reacciones en gas fase con metil formiato, indicando que los
a-nucleofilos son mas reactivos que los nucledfilos normales [Kim, Min & Um,
2013; Um, Moon, Shin, & Dust, 2018; Zhao, et al., 2015] incluso en fase
gas.

Por otro lado, investigadores como Buncel y Terrier, consideraban que la
escasa capacidad de los disolventes dipolares aproéticos para el enlace de
hidrogeno hacia razonable anticipar que el estado basal de un oxianidn sera
mas propenso al ataque nucleofilico en medios con una gran cantidad de
DMSO, es decir, evitando la necesidad de una costosa energia de
desolvatacion antes de la formacidn del enlace, seria menor el efecto de
desincronizacion.

Los resultados obtenidos evidencian el desacoplamiento de la desolvatacién
de nucledfilos y la formacion de enlaces para la transferencia de acilos
involucrando oximatos en disolucidén acuosa, pero no en medios de reaccion
ricos en DMSO: el efecto o desaparece para nucledfilos muy basicos en
disolucidn acuosa y se restaura en medios con altos porcentajes de DMSO o
MeCN [Buncel, et al., 2002].

Posteriormente, los investigadores Buncel y Um desde el ano 1986 se han
dedicado a estudiar ampliamente el efecto del disolvente en el efecto «,
cambiando la composicién de DMSO o MeCN para reacciones del 4-NFA con
un oximato Ox- (BDMO) que es un a-nucledfilo y el 4-clofenoxido, que es un
nucledfilo normal con valores de pKas similares 9.44 y 9.38 respectivamente
[Um, Park, & Buncel, 2000]. En la tabla 2.3 se muestran algunos valores
obtenidos de las investigaciones de Um y Buncel: [Um & Buncel, 2000]; [Um
et al, 2001].

18



Tabla 2.3 Constantes de segundo orden de la 2,3-butanodiona monoxima y
4-clorofenol hacia el 4-NFA en mezclas de DMSO-H>0 y MeCN-H;0.

% mol o} Cl Efecto o
/> 2
HO-N Ox" H o/©/

Ko, M-1 51 CIPho- kox-/kcipho-
Knuc, M1 s1
H20 65.8 0.685 96
DMSO
10 77.8 0.653 119
20 130 0.760 183
30 309 1.36 227
40 740 2.86 264
50 1680 5.90 285
60 3850 13.6 283
70 8200 34.7 236
80 17200 94.8 181
90 40500 334 121
MeCN

10 37.2 0.385 96.6
20 29.5 0.255 116
30 29.2 0.197 148
40 35.6 0.198 180
50 45.6 0.217 210
60 67.5 0.266 254
70 122 0.391 312
80 263 0.712 369
90 1070 2.12 505

De estos valores se observa que las constantes de segundo orden knuc para
la hidrélisis del 4-NFA de un oximato (oa-nucledfilo) en dos diferentes
disolventes, DMSO y MeCN, presentan tendencias diferentes. En el DMSO se
observa que conforme incrementa la fraccidn molar del disolvente se
incrementan las constantes de segundo orden, mientras que en el MeCN se
observa que la adicion del disolvente hasta un 40% genera la disminucién de
las constantes de segundo orden y por arriba de este porcentaje incrementa
la reactividad nuevamente, en la Fig. 2.8 se presentan de manera grafica
estas tendencias.
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Fig. 2.8. Grafica logkox vs Yomol DMSO o MeCN para reacciones del 4-NFA con la oxima (BDMO), [Um
et al. 2001; Um et al., 2006].

Es bien sabido que el extremo negativo del dipolo en los disolventes
aproticos dipolares como MeCN y DMSO estd expuesto, mientras que el
positivo esta dentro de la molécula. Dado que los aniones serian fuertemente
desestabilizados en tales disolventes apréticos dipolares, uno podria esperar
una aceleracién significativa de la rapidez para las reacciones anidnicas de
nucledfilos tras la adicion de MeCN o DMSO al medio de reaccién. Sin
embargo, el DMSO es altamente polarizable mientras que el MeCN no, por lo
tanto, el DMSO puede estabilizar fuertemente aniones polarizables o estados
de transicidén anidnicos, los cuales son altamente polarizables, dependiendo
de la polarizabilidad e interacciones de dispersidon de carga, mientras que el
MeCN no presenta fuertes interacciones. La diferencia en las propiedades de
los disolventes MeCN y DMSO son responsables del comportamiento de la
rapidez de reaccion. Otra diferencia que contribuye es la formacién de
enlaces de hidrégeno.

En la Fig. 2.9, se presenta de manera grafica el efecto del disolvente en el
efecto o (kox-/kcipho-). Con el DMSO un comportamiento de campana donde la
maxima reactividad se da en 50% mol DMSO, y a porcentajes mayores el
efecto o decae. Por otra parte, mientras mayor sea el porcentaje de MeCN en
el medio de reacciéon, mayor es el efecto a. Por lo tanto, el efecto del
disolvente también ayuda a remover el desbalance solvatacional de los a-
nucledfilos, aunque depende de la naturaleza del disolvente.
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Fig. 2.9 Grafica del efecto del disolvente en el efecto a en mezclas acuosas de disolventes (o) DMSO y
(=) MeCN para reacciones hacia el 4-NFA [Um et al. 2001; Um et al., 2006].

La mejora de la reactividad en el efecto a comparada con un nucledfilo
normal, resulta de la desestabilizacion del estado basal y la estabilizacion del
estado de transicion del efecto o en el sistema. El estado basal del Ox™ vy
CIPhO- pueden también desestabilizarse bajo la adicion de MeCN en el medio,
consecuencia de la repulsién entre el dipolo negativo del MeCN y de las
especies anionicas (nucleofilo desprotonado).

Estas tendencias del efecto del disolvente en la rapidez de reaccion y en el
efecto a en mezclas de disolventes del DMSO y MeCN se cumplen para
diferentes sustratos como el 4-nitrofenil benzoato, [Um, et al.,2006], O-4-
nitrofenil  tiobenzoatos, 4-nitrofenil  bencesulfonato y  4-nitrofenil
difenilfosfato, etc. La diferencia es la magnitud de la rapidez de reaccién o
del efecto . [Kim et al., 2013; Um, Hwang, & Buncel, 2006].

Otras contribuciones que se han realizado, es el estudio del efecto del
disolvente en a-nucledfilos (acidos hidroxamicos) para reacciones del 4-NFA,
utilizando dos disolventes diferentes DMF y 1,4-dioxano, estos resultados se
presentan en la tabla 2.4; sin embargo, para fines practicos sélo se
presentarda el grafico del efecto o para el i6n N-metil 4-metoxi
benzohidroxamato HA- (Fig. 2.10), donde se observa la misma tendencia en
DMSO y MeCN, mencionado anteriormente.
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Tabla 2.4. Constantes de segundo orden hacia el

4-NFA de acidos

hidroxamicos en mezclas de disolventes (MeCN, DMSO, DMF, 1,4-dioxano)
[Ghosh, et al., 2005] [Shrivastava & Ghosh, 2008]:

%v/v 0 0 OH O 0
©)LN,OH )J\N,OH ©)(N,OH /O)‘\N/
H H H OH
knuc, M-1 5-1 knuc’ M ' S ' knuc, M-l 5-1 HA
knuc, M-l S-1
H20 67.8 8.08 59.0 12.2
MeCN
10 86.2 42.2 8.69 6.86
20 63.3 37.9 6.37 ---
30 49.4 36.8 3.56 11.5
50 45.7 27.6 1.52 21.4
80 138.1 57.5 2.41 24.270%
DMSO
10 74.9 160.7 170.1 13.8
20 83.3 554.5 189.7 ---
30 96.3 910.7 168.8 32.1
50 236.7 3863 178.5 33.1
80 13535 17000 366.6 36.970%
DMF
10 39.6 112.5 6.30 n.d.
20 41.9 259.3 7.00 n.d.
30 47.4 490.0 7.78 n.d.
50 57.5 2780 11.8 n.d.
80 80.3 13300 43.9 n.d.
1,4-dioxano
10 128.3 51.9 7.72 n.d.
20 307.3 74.1 7.55 n.d.
30 696.4 81.57 2.94 n.d.
50 1176 112.1 2.73 n.d.
80 89860 360.7 9.92 n.d.
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Fig. 2.10 Grafica del efecto del disolvente en el efecto o en mezclas acuosas de disolventes (o) DMSO y
(=) MeCN para reacciones hacia el 4-NFA, [Shrivastava & Ghosh, 2008].

Por lo tanto, los acidos hidroxamicos también presentan el mismo
comportamiento en mezclas de MeCN-H>O y DMSO-H>0, en la rapidez de
reaccion y en el efecto a.

Sin embargo, hasta la fecha no hay estudios reportados para a-nucledfilos
coordinados a cationes metalicos en medios no acuosos o en mezclas de
disolventes aproticos. Por lo tanto, en este trabajo se busca observar si los
complejos metalicos de la HOxAPy con Cd(II) o Zn(II) presentan el mismo
comportamiento que un o-nucledfilo en medios acuosos con diferentes
proporciones de un disolvente aprético y determinar cdmo se modifica la
reactividad esterolitica de estos complejos metdlicos que alteran la basicidad
y solvatacién del medio. Se espera que las interacciones del nucledfilo con el
disolvente faciliten el ataque nucleofilico hacia el sustrato 4-NFA. Si el cation
metdlico modifica la solvatacion del nucledfilo, removiendo el desbalance
solvatacional presente en agua, este efecto se deberia reflejar en un cambio
en la rapidez de reaccion.
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3. Hipotesis

En mezclas acuosas de acetonitrilo se esperara que:

El pKa del ligante oxima HOxAPy aumentara al incrementarse el
contenido de acetonitrilo en el disolvente.

La reactividad del anion oximato de HOxAPy serd mayor que la
observada en disolucion acuosa al incrementarse el contenido de
acetonitrilo en el medio.

Se modificaran las constantes de asociacion entre los cationes
metdlicos y el ligante, formando especies diferentes de complejos
metal-oximato que podrian ser catidénicos, neutros o anidnicos.

Las constantes de velocidad del anidn oximato y de las especies
posiblemente formadas [ML]*, [ML(OH)], [ML(OH)z] seran modificadas
dependiendo de la cantidad de acetonitrilo en la mezcla.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general:

X/
L X4

Cuantificar el efecto del cation metalico en la basicidad y en la
solvataciéon de las especies activas, mediante el estudio de la
reactividad de la oxima HOxAPy, asi como la estabilidad y reactividad
de sus complejos metalicos con Zn(II) y Cd(II), hacia el 4-nitrofenil
acetato (4-NFA), en mezclas acuosas con acetonitrilo como disolvente
organico aprotico.

4.2 Objetivos particulares:

R/
o

Determinar la reactividad de HOxAPy, hacia el sustrato 4-NFA en las
mezclas 30 y 50% MeCN-H2O, y verificar si en estos medios se
comporta como a-nucleofilo.

Determinar las constantes de disociacion acida del a-nucleéfilo HOXAPy
en mezclas 30 y 50% MeCN-HzO0.

Determinar las constantes de formacion y acidez de los complejos
metal-oximato de la HOXAPy con los cationes metalicos Cd(II) y Zn(II)
en las mezclas 30 y 50% MeCN-H-20.

Determinar la reactividad de los complejos metal-oximato de la
HOxAPy hacia el éster 4-NFA con los cationes Cd(II) y Zn(II) en las
mezclas 30 y 50% MeCN-H>O.

Determinar la reactividad individual de las especies metal-oximato
presentes en las mezclas 30 y 50% MeCN-H-0.

Analizar el efecto del disolvente aprético en las composiciones con 30 y
50% de acetonitrilo para el oximato libre y el oximato coordinado los
cationes Cd(II) y Zn(II).
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5.1 Reactivos y disolventes

5. Metodologia

En la tabla 5.1.1 se resumen los reactivos utilizados:

Tabla 5.1.1. Estructuras y caracteristicas principales de los reactivos utilizados.

Reactivos

HCI

Acido Clorhidrico
J. T. Baker 37% m/m
Masa molar: 36.46 g/mol

NaOH

Hidréxido de sodio
J. T. Baker
Masa molar: 40.01 g/mol

Cloruro de sodio
J. T. Baker
Masa molar: 58.44 g/mol

Biftalato de potasio
Sigma Aldrich = 99.95%
Masa molar: 204.22 g/mol

2,3-Butanodiona monoxima
Sigma Aldrich =298%
Masa molar: 101.1 g/mol

2-Aminometil-piridina
Sigma Aldrich =299%
Masa molar: 108.14 g/mol

Borohidruro de sodio
Sigma Aldrich =299%
Masa molar: 37.83 g/mol

Cloruro de tetrametilamonio
Sigma Aldrich
Masa molar: 109.60 g/mol
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Hidroxido de tetrametilamonio
Sigma Aldrich 297%
Masa molar: 181.23 g/mol

4-clorofenol
Sigma Aldrich 299%
Masa molar: 128.56 g/mol

4-nitrofenol
Sigma Aldrich
Grado espectrofotométrico
Masa molar: 139.11 g/mol

Disolventes
L Acetonitrilo
HsC——C—N J. T. Baker Grado HPLC >299.9%
MeCN Masa molar: 41.05 g/mol
Metanol

J. T. Baker =299%
CH3OH Masa molar: 32.04 g/mol

Eter isopropilico

Sigma Aldrich 299%
o Masa molar: 102.17 g/mol
Diclorometano

J. T. Baker 299%

CH2Cl2 Masa molar: 84.93 g/mol
Ligante
F 3-(hidroximino)-N-(piridin-2ilmetil)

M butan-2-amina

‘ Masa molar: 193.23 g/mol
N N
N \OH
HOXxAPy

Sales de cationes metalicos

Perclorato de cadmio(II) hexahidratado

Alfa Aesar
Cd(ClO4)2-6H20 Masa molar: 419.39 g/mol
Perclorato de zinc(II) hexahidratado
Sigma Aldrich
Zn(ClO4)2+6H20 Masa molar: 372.38 g/mol
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Amortiguadores

O\\ _oH

(T

0]

MES

Acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico
Sigma Aldrich 299%
Masa molar: 195.24 g/mol
Intervalo de pH: 5.5-6.7
pKa (25 °C): 6.1

X /\/\S//O

O\) O// on

Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico
Sigma Aldrich >299.5%
Masa molar: 209.26 g/mol
Intervalo de pH: 6.5-7.9
pKa (25 °C): 7.2

MOPS
//O Acido 4-(2-Hidroxietil)-1-piperazina
N/\/\S propanosulfénico
/o Sigma Aldrich =99.5%
N 0 Masa molar: 252.33 g/mol
HO/\/ Intervalo de pH:7.3-8.7
EPPS pKa (25 °C):8.0
H 0

Acido 2-(Ciclohexilamino) etanosulfénico
Sigma Aldrich 299%
Masa molar: 207.29 g/mol

© Intervalo de pH:8.6-10
CHES pKa (25 °C):9.3
o)
X \\S/OH Acido 3-(Ciclohexilamino)
S~ N \\ propanosulfénico
0 Sigma Aldrich >298%
Masa molar: 221.32 g/mol
Intervalo de pH:9.7-11.1
CAPS pKa (25 °C):10.4
Sustrato
O
> 4-Nitrofenil acetato
O2N o Sigma Aldrich =299%
Masa molar: 181.15 g/mol
4-NFA
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5.2 Equipos

Las mediciones de pH vy titulaciones potenciométricas se llevaron a cabo, con
un electrodo de vidrio Oridon, ROSS™ con potencidmetro Orion Modelo 710A
con precision de £0.005 unidades de pH. El potencidmetro fue calibrado a pH
4.00, 7.00 y 10.00 con amortiguadores estandar de referencia con una
precision £ 0.01 a 25 °C (Sigma-Aldrich).

Los estudios cinéticos se realizaron con un equipo UV-vis, Marca Hewlett
Packard 8453 con ventana espectral de 190 nm a 1100 nm, resolucién 1 nm,
precision de longitud de onda £0.5 nm, con arreglo de diodos, transportador
de multiceldas y sistema de control de temperatura utilizando un bafio de
recirculacion de agua marca Fischer Scientifics Isotemp 1016 S £0.1 °C, y se
utilizaron celdas de cuarzo con una longitud de paso optico de 1 cm con
capacidad de 3.5 mL.

Las medidas de volumenes en celda y titulaciones se realizaron con
micropipetas Eppendorf Research o Gilson de voliumenes variables 1-10 pL,
10-100 pL y 100-1000 pL.

Los espectros de RMN-1H se obtuvieron con el espectrometro Varian Gemini
de 300 MHz, de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la
Industria, (USAII), Facultad de Quimica, UNAM.

5.3 Programas

El andlisis de los datos obtenidos de titulaciones potenciométricas y curvas
cinéticas se llevaron a cabo mediante ajustes no lineales iterados por el
método de minimos cuadrados en el programa OriginPro 8.5.0. La
determinacion de constantes de acidez (Ka) y constantes acumulativas de
formacién (B) para las especies presentes en las disoluciones con ligante o
ligante y cationes metadlicos, fueron obtenidas con el programa Hyperquad
2008. Los diagramas de distribucién de especies se calcularon mediante el
programa Hyss 2008 y las correlaciones de la reactividad con las especies
presentes se hicieron mediante regresiones lineales multiples en OriginPro
8.5.0. Los espectros de RMN-'H fueron analizados con el programa
MestReNova 2009.
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5.4 Sintesis del ligante HOxAPy

El ligante 3-(hidroximino)-N-(piridina-2-ilmetil)-butan-2-amina, (HOxAPy)
fue sintetizado, de acuerdo con lo reportado previamente en la literatura,
[GoOmez-Tagle, et al., 2013], mediante la condensacién de la 2,3-
butanodionamonoxima con 2-aminometil-piridina para dar la imina (a) que
posteriormente se reduce con borohidruro de sodio en metanol para dar el
producto deseado (b) como se muestra en el esquema 5.4.1

o — NH,
éter isopropilico / N/
/ + \ / 70°C |
HO—N N " "
X oH
NaBH
@AN%/ |\/|E:;OI—;1 O/\ )ﬁ/
N N N ~
OH 5 4.1

Esquema de sintesis de la HOxAPy: (a) imina producto de la condensacion; (b) aminoxima producto de
la reduccion.

(a) N-hidroxi-N-(piridin-2-ilmetil)butano-2,3-diimina: Se hicieron reaccionar
1.00 g (9.9 mmol) de 2,3-butanodiona monoxima con 0.95 mL (9.3 mmol)
2-aminometilpiridina en 10.0 mL de éter isopropilico manteniéndolos en
reflujo con agitacién constante durante 2 h (68-70°C). La imina resultante es
un solido blanco cristalino que se lavd con éter isopropilico frio y se seco al
aire, con un rendimiento del 85% (1.50 g, 7.84 mmol). La caracterizacion de
la imina fue satisfactoria. A. E. calculado/(experimental)% C 62.81
(62.60+0.11) H 6.85 (6.56+0.23) N 21.97 (22.02+0.02); FTIR (reflectancia,
cm'l) 3145w, 3031w, 2686b, 1637m, 1600m, 1573m, 1482m, 1356s,
1251m, 1129m, 997m, 744s, 678s, 634s. RMN-'H (DMSO-ds, 300 MHz) o
[multiplicidad, constante de acoplamiento (J)]: 11.56 (s, 1H), 8.51 (d, J =
4.6 Hz, 1H), 7.90 - 7.70 (m, 1H), 7.55 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.32 - 7.21 (m,
1H), 4.70 (s, 2H), 2.14 (s, 3H), 1.99 (s, 3H).

(b) 3-(hidroximino)-N-(piridina-2-ilmetil)-butan-2-amina: A 1.00 g (5.23
mmol) de la imina (i) se le adicionan lentamente y en pequefas porciones
0.20 g (5.30 mmol) de borohidruro de sodio previamente disueltos en 10 mL
de metanol en un bafo de hielo durante 45 min, y se agité 1 h mas
permitiendo llegar a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se anadid
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1.0 mL de H20 desionizada y se dejo en agitacion 45 min para finalmente
evaporar el metanol hasta obtener un aceite. El residuo se extrajo 5 veces
con diclorometano, se juntaron las fracciones y se evaporo el diclorometano
hasta obtener un aceite. De este aceite se obtiene el ligante HOXAPy como
un sdlido blanco cristalino después de refrigerarlo 12 h, con un rendimiento
del 90% (0.91g, 4.71 mmol). La caracterizaciéon del ligante HOxAPy fue
satisfactoria. A.E. calculado/(experimental)% C 62.15 (61.790+0.07) H 7.82
(7.57+£0.02) N 21.74 (21.60+0.01); FTIR (reflectancia, cm-1) 3309w, 2848b,
1597m, 1572w, 1473m, 1438m, 1314m, 1216w, 1122m, 970m, 900m,
781m, 765s, 621m; RMN-1H (300 MHz, CDCI3) & [multiplicidad, constante de
acoplamiento (J)]: 9.99 (s, 1H), 8.54 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 7.72 - 7.56 (m,
1H), 7.35 - 7.26 (m, 1H), 7.20 - 7.12 (m, 1H), 3.83 (d, J = 2.1 Hz, 2H),
3.46 (q,J = 6.7 Hz, 1H), 2.31 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 1.87 (s, 4H), 1.25 (d, J =
6.7 Hz, 4H); potenciometria [pKa1 11.79, pKaz 6.84 y pKaz 1.58, y masa
molar 193.0 g/mol (tedrica 193.23 g/mol)].

5.5 Condiciones generales de trabajo

Los experimentos cinéticos y titulaciones potenciométricas se realizaron a
temperatura constante de 25°C. Todas las disoluciones acuosas fueron
preparadas con agua destilada y desionizada con una resistividad de 18.0 +
0.1 MQ=cm.

Los amortiguadores utilizados fueron de tipo bioldgico no-coordinantes: MES
(5.5-6.7), MOPS (6.5-7.9), EPPS (7.3-8.7), CHES (8.6-10) y CAPS (9.7-
11.1), y se prepararon frescos, a una concentracion de 125 mM y ajustando
el pH requerido con pequefias adiciones de NaOH concentrado.

Se emplearon disoluciones stock de las sales de Cd(ClO4)2:6H0O vy
Zn(Cl0O4)2:6H20 en concentraciones 50 mM, las cuales fueron previamente
estandarizadas por medio de titulaciones complejométricas utilizando una
disolucién de EDTA disddico (Acido etilendiaminotetraacético, sal disddica) y
como indicador metalocrémico negro de eriocromo T.

La disolucion stock del sustrato 4-NFA se hizo en acetonitrilo a una
concentracion de 2.5 mM. Las disoluciones stock del ligante HOxAPy se
prepararon en agua a concentraciones de 10 y 50mM.

Las disoluciones de NaOH empleadas para las titulaciones potenciométricas
se utilizaron frescas, no pasando de 3 dias de preparacién, y fueron
estandarizadas usando como patrén primario biftalato de potasio. Las
disoluciones de HCIl son estandarizadas con NaOH como patrdén secundario.
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5.6 Titulaciones potenciométricas

Las titulaciones potenciométricas fueron realizadas en celdas de vidrio con
volumenes iniciales de 10 y 25 mL, a temperatura constante de 25°C y con
flujo de N2, para evitar la formacidén de carbonatos. Estas determinaciones se
hicieron en mezclas 30 y 50% v/v de MeCN en H20.

La determinacion de los valores de pKw en estos dos medios, 30 y 50%
MeCN-H.0, se realizd por medio de titulaciones potenciométricas de HCI
utilizando NaOH como titulante. Se prepararon disoluciones de HClI 10mM
estandarizado, manteniendo la fuerza idénica con NaCl 100 mM, 30% (7.5
mL) o 50% (12.5 mL) de MeCN y H>O desionizada, siendo el volumen total
de 25 mL. Los valores de pKw se calcularon ajustando los datos de
potenciometria a la siguiente ecuacién [Johansson, 1978], y en la figura
5.6.1, se muestra el ajuste de los datos a cada porcentaje de acetonitrilo. De
este ajuste se obtienen el valor experimental de Kw en este medio y el
parametro f que nos da la correccion que hay que hacer para tener una
calibracion por la concentracion molar de H* en lugar de la actividad del ion
H*. Esto es deseable para la determinacion de constantes de asociacidén y
acidez en presencia de metales en términos de la concentraciéon y no de la
actividad de cada especie.

(g INGOH) + (K, ¥+ 107%) = ()

[NaOH] + 1({? — (K,, * 10°H)

Ecuacion 1
En donde:
V: Es el volumen afadido
Veq: Volumen en el punto de equivalencia
[NaOH]: Concentracion de hidroxido de sodio
Kw: Constante de producto idnico del medio de reaccién
Vo: Volumen inicial
pH: -log[H*]
f: Parametro de desplazamiento
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Fig. 5.6.1. Titulaciones potenciométricas de HClI 10 mM en mezclas (a) 30 y (b) 50% MeCN-H,0 a 25

°C.

Los valores obtenidos de pKw para cada medio, fueron utilizados para la

determinacion de las constantes de formacion (logp) del ligante HOxAPy o de

sus complejos metalicos y para estudios de especiacion.

Las titulaciones potenciométricas del ligante HOxAPy se realizaron a
concentraciones de 10 mM, manteniendo la fuerza idnica con cloruro de
tetrametilamonio 100 mM, y también en medios con 30 6 50% de MeCN. Lo
mismo se realizd con las titulaciones con los complejos de Zn(II) y Cd(II)
manteniendo una relacién 1:1 metal ligante.

5.7 Estudios cinéticos

En los estudios cinéticos se empled como sustrato el éster 4-nitrofenilacetato
(4-NFA), y se determind la reactividad tanto del ligante oximato libre como
de sus complejos metal-oximato variando la cantidad de acetonitrilo presente
en la disolucidn.

Tipicamente, una disolucidon para monitorear la reaccidn se prepard
mezclando las cantidades adecuadas de disolucién stock del ligante HOXAPy,
disoluciones stock de los metales, disolucién de amortiguador, cantidad de
acetonitrilo MeCN, para tener las mezclas 30 6 50%, y el resto de agua
desionizada para completar un volumen total 2500 puL, incluyendo el volumen
que se agrega de acetonitrilo con el sustrato, que se adiciona justo antes de
iniciar el monitoreo de la reaccién: Se tomo la lectura del pH de la disolucion
antes y después de la reaccion para asegurar que el pH fuera constante. Se
siguid la reaccién espectrofotométricamente a las longitudes de onda de 317
y 400 nm, debido a que a estas longitudes de onda tienen un maximo de
absorciéon el 4-nitrofenol y 4-nitrofenolato, respectivamente, que se genera
en la hidrélisis de ésteres.
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Los valores de kops se calcularon por dos métodos. El método de rapideces
iniciales se utilizé cuando la reaccidén de hidrdlisis se siguié hasta el 10% de
conversion del sustrato y el método integral se utilizé cuando la hidrdlisis del
sustrato fue casi completa. La siguiente ecuacion determina la constante de

rapidez observada (kobs), por el método integral, en la Fig. 5.7.1. se muestra
el ejemplo con este ajuste de datos obtenidos para una curva cinética de
primer orden, donde se obtiene la constante de rapidez de pseudo-primer

Ol’den kobs.
A*0 = Ay + Ay — Ag)(1 — e ~Kobst)
Ecuacion 2

A*%0: Absorbancia medida a 400 nm

Ao: Absorbancia inicial
Ains: Absorbancia infinita
Kobs: Constante de rapidez observada

t: Tiempo

0.85 -
0.80 4
0.75 4
0.70 4
0.65 4
0.60 4
0.55 4
0.50 4
0.45 1
0.40 1
0.35
0.30 4
0.25 4
0.20 ]
0.15 4

Absorbancia

T
0 20 40 60 80
tiempo (s)

Fig. 5.7.1 Ejemplo del ajuste de los datos cinéticos con una ecuacion de primero orden para la
hidrélisis de 4-NFA en 50% MeCN-H»0 a 25°C.

En los estudios cinéticos se vari6 la concentracion del ligante, de los cationes
metalicos, su proporcion y el pH para determinar la reactividad del ligante
oximato libre y de sus complejos metal-oximato con los cationes divalentes
Cd(ll) y Zn(ll). Estos estudios se hicieron tanto en 30 como en 50% de

acetonitrilo en agua.
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6. Resultados

6.1 Determinacion de los valores de pKw en mezclas MeCN-H20

Debido a que los valores de pKw en las mezclas MeCN en H;O se utilizan en
la determinacion de los valores de pKa del ligante HOXAPy en estos medios y
en las constantes de formacion acumulativas (logB) de sus complejos
metdlicos con Cd(II) o Zn(II), asi como en los estudios de distribucidn
especies, estos fueron determinados experimentalmente a las condiciones de
trabajo.

Los valores de pKw en las mezclas empleadas con 30% y 50% v/v de
acetonitrilo se obtuvieron por medio de titulaciones potenciométricas de HCI
10 mM estandarizado realizadas por triplicado en un volumen de 25 mL
empleando como titulante NaOH y NaCl como electrolito soporte. Se
emplearon también hidréxido de tetrametilamonio como base y cloruro de
tetrametilamonio como electrolito soporte para asegurar que estuvieran
completamente disociados, y se comprobd que se obtiene el mismo
resultado.

En la tabla 6.1.1 se resumen los valores de pKw para cada porcentaje de
MeCN, y sus respectivas graficas se encuentran en la Fig. 5.6.1.

Tabla 6.1.1 Valores de pKw en mezclas MeCN-Hz0.

MeCN-H:20 pKw
30% 14.78
50% 15.13

6.2 Determinacion de las constantes de disociacion acida del ligante
HOXxAPy en 30 y 50% v/v MeCN-H20

Las constantes de disociacion acida para HOxAPy fueron previamente
reportadas por nuestro grupo, sin embargo, como se empled un nuevo lote
de ligante se verificé la metodologia y se tituld6 nuevamente el ligante
HOxAPy por triplicado en medio acuoso en concentracion 10 mM, fuerza
idnica de 100 mM con NaCl, temperatura constante de 25 °C, flujo de N2> y
NaOH recién estandarizado. En la fig. 6.2.1 se muestra la titulacion del
ligante HOXAPy, graficando el volumen afiadido de NaOH contra el valor de
pH, donde se observan de dos puntos de equivalencia, debido a una doble
desprotonacion pertenecientes a los grupos amina y oxima del ligante
HOXAPy.
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El ajuste de los datos potenciométricos se realizé con en el programa
Hyperquad 2008, los valores obtenidos se reunen en la tabla 6.2.1 y
podemos observar que los valores determinados en este trabajo coinciden
con los previamente reportados [Lugo-Gonzalez, et al., 2017] dentro de los
limites del error.

12

pH
o
1

T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000
Vol. NaOH (pL)

Fig. 6.2.1. Titulacién potenciométrica del ligante HOxAPy 10 mM, HCl 30mM, fuerza idnica de 100mM
con NaCl en H>O a 25°C.

Posteriormente, las titulaciones potenciométricas del ligante HOxAPy en
mezclas MeCN-H>O se realizaron por triplicado empleando 10mM de ligante
con un equivalente de HCI estandarizado, fuerza i6nica constante de 100 mM
fijada con (CH3)4NCIl y la cantidad necesaria de MeCN para obtener una
disoluciéon con 30% o 50% v/v, bajo flujo de N> para evitar la formacion de
carbonatos a pH basico y a una temperatura constante de 25 °C vy
adicionando NaOH recién estandarizado como titulante.

En la Fig. 6.2.2 se muestran las titulaciones del ligante HOxAPy en los
diferentes medios de reaccion H>0, 30 y 50% v/v MeCN (pH de la disolucion
en funcion de la cantidad de equivalentes de OH- adicionados). Si se
comparan visualmente, se observa un incremento en el pH final de las curvas
de titulacion en el orden: H.0<30% MeCN<50% MeCN por lo tanto, se
plantea que la desprotonacion del grupo oxima en el ligante HOxAPy se lleva
a valores mayores de pH conforme incrementa la cantidad de acetonitrilo
presente en el medio aunque hay que tener presente que el pH de
neutralidad depende del pKw en el medio y también se modifica por el
contenido de MeCN.
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Fig. 6.2.2. Titulaciones potenciométricas del ligante HOxAPy 10 mM, HCI 10mM, fuerza idnica de
100mM con (CH3)4NClI en (m) 50%MeCN-H;0, (o) 30% MeCN-H,0 y (o) H,O a 25°C.

Los datos de las titulaciones del ligante HOxAPy en mezclas MeCN-H>0
fueron importados al programa Hyperquad 2008 para su analisis y ajuste, el
cual se realizé con un modelo que incluye dos desprotonaciones sucesivas.
En las figuras 6.2.3 y 6.2.4 se describen, a manera de ejemplo, un ajuste
realizado con el programa Hyperquad 2008. En la parte superior izquierda se
encuentran los valores logaritmicos de las constantes de formacion
acumulativas (logB) y la estequiometria de las especies a las que
corresponden. Estos valores son determinados mediante iteraciones por
minimos cuadrados dentro del programa, siguiendo los datos experimentales
de la titulacidn potenciométrica. En la parte inferior izquierda se encuentran
las cantidades de ligante y protdn en milimoles, al igual que la concentracion
molar del titulante. A lado derecho se muestra la curva de titulacién del
ligante HOXxAPy, los rombos son los valores experimentales, la linea
discontinua cerca de la curva representa el ajuste calculado con esos valores
de las constantes; también aparece la distribucion de las especies presentes
del ligante en los medios MeCN-H.O como las diferentes lineas continuas, y
el porcentaje de concentracién de cada especie en el punto en el que se
encuentra el cursor lineas punteadas aparece en el recuadro de color blanco.
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En la tabla 6.2.1 se reunen los valores obtenidos de las constantes de
formacién acumulativas (B) del ligante HOXAPy, su promedio y los valores de
pKa en las mezclas con 30 y 50% de acetonitrilo, asi como los previamente
reportados. Se observa que los valores obtenidos son mayores al
incrementar el contenido del disolvente organico, sin embargo, los valores de
pKw también son mayores y cambian de 13.9 en agua a 14.78 en 30% vy
15.13 en 50% de MeCN. Estos valores se asigharon a los grupos amina y
oxima del ligante. Los valores de protonacion de la amina, son muy similares
en los tres medios, pero como el pH de neutralidad es mayor al incrementar
el contenido de MeCN, en realidad esta amina es mas acida. Por el contrario,
en el caso del anidn oximato, éste se forma a un valor de pH mayor aun
considerando que cambia el valor de pKw, lo cual indica que el grupo oximato
es mas sensible al cambio del medio.

Tabla 6.2.1. Valores logaritmicos de las constantes de formacion
acumulativas (logp) y valores de pKs del ligante HOXAPy en H>O y mezclas
acuosas con 30 y 50% v/v MeCN.

Titulacion Titulacion 2 Titulacion 3 Promedio
Especie 1 log B log B log B PKa
log B
H20
HOXAPy --- --- --- 11.79+0.01 11.79
H>OxAPy --- --- --- 18.64+£0.02 6.85
309% MeCN
HOXAPy 12.99 12.85 12.95 12.93+£0.06 12.93
H,OxAPy 19.88 19.71 19.65 19.75+0.09 6.82
50% MeCN
HOXxAPy 13.25 13.40 13.31 13.30+0.07 13.30
H>OxAPy 19.87 20.10 20.01 20.00x0.09 6.70

Los datos reportados de los pKa del ligante HOxAPy en medio acuoso son:11.74+0.01 y
6.96+0.05, [Lugo-Gonzalez et al., 2017].
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Se han reportado algunos estudios en los que se han determinado los valores
de pKa de distintas aldoximas en mezclas de disolventes aproticos miscibles
con agua (MeCN, DMSO, 1,4-dioxano, DMF, etc.) aunque hay mas datos en
mezclas acuosas de DMSO. En la Fig. 6.2.5. se muestran las estructuras de
algunas oximas reportadas [Terrier , Rodriguez-Dafonte, Le Guével, &
Moutiers, 2006], y en la tabla 6.2.2 sus valores de pKs obtenidos en mezclas
acuosas con 30 y 50% de DMSO, asi como los valores de pK: para la
cetoxima 2,3-butanodiona monoxima (estructura 5 de la Fig. 6.2.5) en
mezclas 30 y 50% MeCN-H20, que son las mismas condiciones utilizadas en
el presente trabajo.

1 CH3 2 o) 3

o 0 4 0O
I ¢ s J__noH l__NoH

N ’ @ANOH 5 I\ o
= Jowon [ -
C NOH N N

L

| + T N\

3 Nl D l\Oy l\\I\/N—CH3
CONH, ~~\~NOH =\ NOH

Fig. 6.2.5. Oximas que han reportado en la literatura sus valores de pKas en mezclas de DMSO-H,0 y

en el caso de la 5 también en la mezcla MeCN-H;O0.
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Tabla 6.2.2. Valores de pKa de distintas aldoximas tanto en H>O como en
mezclas acuosas con % v/v 30 y 50 DMSO o con MeCN a porcentajes
cercanos a los trabajados [Terrier , et al., 2006][Um et al., 2001].

% v/v DMSO-H>0

Oximas pKa ApKa
H2.0 30% 50%

1 6.54 6.78 6.78 0.24

2 7.74 7.98 8.41 0.67

3 8.16 8.49 9.21 1.05

4 8.30 8.70 9.37 1.07

5 9.30 9.97 10.62 1.32

6 9.85 10.43 11.19 1.34

7 9.95 10.62 11.43 1.48

8 9.55 10.22 10.98 1.43

9 8.27 8.70 9.22 0.95

10 7.75 8.28 8.38 0.63

11 9.20 9.65 10.12 0.92

12 7.33 7.71 8.05 0.72

9.02 9.03 9.29 0.27

13 7.13 7.03 7.20 0.07

14 7.79 8.04 8.38 0.59

8.55 8.83 9.28 0.73

15 7.46 7.59 8.00 0.54

8.17 8.49 8.70 0.53

16 8.05 8.58 8.68 0.63

% v/v MeCN-H>0*
H20 34.56% 48% ApKa
5 9.35 10.9 12.05 2.7

De la tabla 6.2.2 es claro que la tendencia general es que el pKs de estas
oximas incrementa a mayor porcentaje de disolvente, y para la mayoria de
las aldoximas este cambio en agua hasta 50% de disolvente esta entre 0.24-
1.48 unidades sin importar si la aldoxima es alifatica o aromatica. Sin
embargo, para la cetoxima 5, este cambio es notablemente mayor en
acetonitrilo ya que aumenta 2.7 unidades.

En el caso particular de la cetoxima 5, 2,3-butanodiona monoxima, se ha
mostrado que la basicidad que exhibe depende de su solvatacidon y esta
relacionada con su nucleofilia hacia 4-NFA [Terrier, et al., 2006]. Se observa
que para porcentajes hasta 50% de MeCN, los valores de pKs y la nucleofilia
de su anién disminuyen y llegan a un minimo, mientras que a mayores
porcentajes de MeCN el anién esta menos solvatado por agua y por lo tanto
aumenta su nucleofilia hasta valores mayores de los que exhibe en agua.

42



Cabe resaltar que en altos porcentajes de disolvente aprético vuelven a ser
directamente proporcionales la nucleofilia y la basicidad. [Um et al., 2001]
como se ejemplifica en la Fig. 6.2.6 con la linea punteada que siguen los
valores de pKa y reactividad de las oximas con valores de pKas mayores a 8.5
cuando se miden en 70% DMSO.
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Fig. 6.2.6. Grafica de saturacion de a-nucledfilos y la grafica donde se observa que en DMSO pierde el
efecto de saturacion al volverse lineal la tendencia.

Asi, esta recuperacion de la proporcionalidad directa entre la nucleofilia y la
basicidad para varios a-nucledfilos muy bdasicos cuando hay menos agua en
el medio de reaccidon, ha servido para apoyar la explicacion que hasta el
momento se tiene de la nivelacion de la reactividad en coordenadas de
Brgnsted: hay una desincronizacion entre la desolvatacidon que requiere el o-
nucledfilo previa al ataque nucleofilico y el ataque nucleofilico [Buncel, et al.,
2002], es decir, el ataque nucleofilico puede ser muy rapido pero no sucede
hasta que el a-nucledfilo se desolvate. Por lo tanto, cuando el medio de
reaccion es agua, mientras mas basicos son los a-nucledfilos, su
desolvatacion es mas dificil y no pueden exhibir la reactividad que
corresponderia a su basicidad. Por esta razon, en el caso de las oximas, se
observa una “nivelacién” de la reactividad cuando tienen valores de pKa
mayores a 8.

Dado que el ligante HOXAPy es una cetoxima, en las mezclas de acuosas de
MeCN se observaron diferentes cambios en los valores de pKs dependiendo
del grupo que se protone. El pKa del grupo amina se mantiene practicamente
constante (en términos del error experimental), mientras que el grupo oxima
presenta un aumento en su valor de pKs conforme incrementa el porcentaje
de MeCN dando un cambio de 1.5 unidades, el cual no es tan fuerte como en
el caso de la cetoxima 5 de la que se derivd, pero coincide con los valores
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mas grandes para las aldoximas. No obstante, observamos que la
desprotonacién de HOxAPy para dar la especie oximato que es la especie
reactiva, se da a mayores valores de pH, (pKa 11.79, 12.93, 13.30 en H20,
30 y 50% MeCN) por lo tanto, debe haber cambios en la reactividad
asociados a la solvatacion.

6.3 Determinacion de las constantes de formacion acumulativas
(logp) de los complejos del ligante HOxAPy con Cd(II) y Zn(II) en
mezclas 30 y 50% v/v MeCN-H>0

De los estudios en disolucion acuosa (Lugo-Gonzalez, et al., 2017), se sabe
que la reactividad observada depende de la cantidad e identidad de las
especies presentes en disolucidén, tanto del ligante libre como del ligante
complejado en diferentes estados de protonacién, pues que no todas las
especies se comportan como nucledfilos. Por esta razén es importante
determinar cdmo se modifica la distribucion de las especies al afadir un
disolvente aprotico y la estabilidad de los complejos metalicos para
posteriormente poder analizar cdmo se modifica su reactividad, ya que este
tipo de estudios Unicamente estan reportados Unicamente para algunas
moléculas organicas que se comportan como a-nucledfilos, pero no se sabe
como se comportan en presencia de cationes metalicos. Asi pues, las
constantes de formacion acumulativas (logB) de los complejos del ligante
HOXxAPy con cationes metalicos divalentes en mezclas acuosas de acetonitrilo
se determinaron mediante titulaciones potenciométricas.

6.3.1. Complejos del ligante HOxXAPy con Cd(II)

Se hicieron titulaciones potenciométricas por triplicado del ligante HOxAPy 10
mM con un equivalente de Cd(ClO4)2 y de HCIl estandarizado, a una fuerza
idnica constante de 100mM fijada con (CH3)4sNCl, y cantidad necesaria de
MeCN para tener las mezclas de 30 o 50% en v/v MeCN-H20O, bajo flujo de
N2, temperatura constante de 25 °C titulando con disoluciones de NaOH
fresco y estandarizado. En la figura 6.3.1.1 se muestran como ejemplo tres
curvas de titulacidon de la mezcla equimolar de HOXAPy con Cd(II) en funcion
de los equivalentes de OH adicionados, en agua, 30 y 50% de agua con
acetonitrilo.
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Fig. 6.3.1.1. Titulaciones potenciométricas del ligante (o) HOxAPy 10 mM, y una mezcla del ligante y
cadmio (m) HOxAPy 10 mM y Cd(ClO4)2 10mM con un equivalente de HCI, fuerza idnica 100 mM con
(CH3)4NCl en (a) 30%MeCN-Hx0, y (b)50% MeCN-H,0

En las figuras 6.3.1.2 y 6.3.1.3 se muestra el ajuste de los datos de las
titulaciones potenciométricas de la HOxAPy con Cd(II) en 30% MeCN y 50%
MeCN respectivamente.

Lo primero a resaltar de estos valores, es que el esquema de formacién de
iones complejos entre el ligante HOxAPy y Cd(II) es simple pues, a pesar de
que el medio con mayor cantidad de disolvente aprotico facilita la asociacion
de las especies, Unicamente se observa la formaciéon de complejos 1:1.
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Fig. 6.3.1.2. Determinacion de constantes de formacion de complejos del ligante HOXAPy con Cd (II)
en 30% MeCN-H;0, con el programa Hyperquad 2008.
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Fig. 6.3.1.3. Determinacién de constantes de formaciéon de complejos del ligante HOXAPy con Cd (II)
en 50% MeCN-HO, con el programa Hyperquad 2008.

Por otro lado, se observa que las constantes de formacion entre el ligante y
el catidon metalico son ligeramente mayores, tanto con el ligante neutro como
con el ligante anidnico, por lo que los valores de pKs de desprotonacion del
complejo, CdHL?* — CdL* + H*, tienen valores de 9.4 en agua, 9.5 en 30% y
10.0 en 50% de acetonitrilo. Si se considera que los valores del pH de
neutralidad en estas condiciones son 6.95, 7.39 y 7.58 debido al cambio en
el pKw, el aumento en el pKa de los complejos corresponde directamente al
cambio del pKw en estas mezclas.
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Tabla 6.3.1.1 Valores logaritmicos de las constantes de formacion
acumulativas (B) de los complejos del ligante HOXAPy con Cd(II) en HO y

mezclas acuosas con 30 y 50% v/v MeCN.

Especie Titulacion 1 Titulacion 2 Titulacidon 3 Promedio
logp logp logp logp
H>0
[CdHL]?* --- --- --- 16.20*
[CdL]* --- — -—- 6.83*
30% MeCN
[CdHL]?* 17.46 17.60 17.79 17.62+0.14
[CdL]* 8.02 8.08 8.22 8.11+0.08
50% MeCN
[CdHL]?* 18.68 18.72 18.69 18.70+0.01
[CdL]* 8.83 8.68 8.58 8.70+0.10

* Datos obtenidos de la referencia: [Lugo-Gonzalez et al., 2017].

En la figura 6.3.1.4 se presentan los diagramas de distribucion de especies
empleando los valores promedio de las constantes que se relunen en la tabla
6.3.1.1. Asi, si se compara la distribucion de las especies con catién metalico

en funcidn del pH, ésta es muy parecida en agua y en 30 o 50% de
acetonitrilo.
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Fig.6.3.1.4. Diagrama de distribucién de especies para los complejos de la HOxAPy con Cd(II), (a) en
30% MeCN-H;0 y (b) en 50% MeCN-H;0.

Finalmente, es importante resaltar que, en todos los casos, agua o mezclas
con acetonitrilo, la presencia del catiéon acidifica notablemente al ligante
libre. En agua, el pKa del ligante cambia de 11.79 para (HL) a 9.37 cuando
esta coordinado (CdHL), A=2.42 unidades; de 12.93 para (HL) a 9.51 cuando
estd coordinado (CdHL), A=3.42 unidades cuando estda en 30% de
acetonitrilo y de 13.30 para (HL) a 10.0 cuando estd coordinado (CdHL),
A=3.30 unidades cuando esta en 50% de acetonitrilo. Esto es debido a que
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el cambio en el valor de pKa por coordinacion con el cation metalico es
aproximadamente una unidad de pH mayor cuando esta en las mezclas de
acetonitrilo que en agua. En otras palabras, el efecto de acidificacidon de la
oxima, cuando el aniéon oximato se coordina con Cd(II), es mayor cuando se
encuentra en mezclas con 30 y 50% de acetonitrilo, lo cual deberia reflejarse
en su reactividad.

6.3.2. Complejos del ligante HOXAPy con Zn(II)

Al igual que con Cd(II), en el caso de Zn(II) se hicieron titulaciones
potenciométricas por triplicado del ligante HOXAPy 10 mM con un equivalente
de Zn(ClO4)2 y de HCI estandarizado, a una fuerza idnica constante de
100mM fijada con (CH3)4NCl, y cantidad necesaria de MeCN para tener las
mezclas de 30% o 50% en v/v MeCN-H;O, bajo flujo de N2, temperatura
constante de 25 ©°C titulando con disoluciones de NaOH fresco vy
estandarizado. Se hicieron ademas titulaciones empleando otras
proporciones metal:ligante en el intervalo 2-10 mM. En la figura 6.3.2.1 se
muestran tres curvas de titulacién de la mezcla equimolar de HOXAPy con
Zn(II) en funcién de los equivalentes de OH adicionados, en agua, 30 y 50%
de agua con acetonitrilo, donde se observa un comportamiento similar entre
las curvas. Sin embargo, los cambios en pH son mas pronunciados en
presencia de acetonitrilo y aparentemente hay mas puntos de inflexion que
en medio acuoso, lo cual puede estar relacionado con la presencia de
especies metal-oximato diferentes a mayores valores de pH.
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Fig. 6.3.2.1. Titulaciones potenciométricas del ligante HOxAPy 10 mM, Zn(ClO4)2, 10mM HCI 10mM,
fuerza idnica de 100mM con (CH3)4NCl en (m) 50%MeCN-H0, (e) 30% MeCN-H,0 y (o) H.0 a 25°C.
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En las figuras 6.3.2.2 y 6.3.2.3 se muestran los ajustes de las titulaciones
potenciométricas de HOxAPy con Zn(II) respectivamente en 30% MeCN vy
50% MeCN realizados en el programa Hyperquad, mientras que en la figura
6.3.2.4 se presentan los diagramas de distribucion de especies empleando
los valores promedio de las constantes que se reunen en la tabla 6.3.2.1.
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Fig. 6.3.2.2 Determinacién de constantes de formacién de complejos del ligante HOxAPy con Zn (II) en
30% v/v en MeCN-H;0, con el programa Hyperquad 2008.
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Fig. 6.3.2.3 Determinacién de constantes de formacidon de complejos del ligante HOXAPy con Zn (II) en
50% v/v en MeCN-H;0, con el programa Hyperquad 2008.
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Tabla 6.3.2.1 Valores

logaritmicos de

las constantes de formacién
acumulativas (B) de los complejos del ligante HOXAPy con Zn(II) en HO y
mezclas acuosas con 30 y 50% v/v MeCN.

Especie Titulacion 1 Titulacién 2 Titulacién 3 log B
log B log B log B
H2.0
[ZnHL]?* 16.78*
[ZnL]* --- --- --- 9.4%*
[Zn(L)(OH)] 1.23%
[Zn(L)(OH)2] --- --- --- 19.01*
[Zn(HL):] --- --- --- 32.46%*
30% MeCN
[ZnHL]? 18.73 19.20 19.40 19.20
[ZnL]* 11.90 11.97 11.97 11.98
[Zn(L)(OH)] 2.1 2.11 2.11 2.11
50% MeCN
[ZnHL]?** 20.19 20.95 20.23 20.18
[Zn(HL)2]%* 40.23 40.23 40.31 40.23
[ZnL]* 13.55 13.55 13.65 13.55
[Zn(L)(OH)] 3.91 4.66 3.84 4.6
[Zn(L)(OH).]" 24.30 25.20 25.60 25.20

*Datos obtenidos de la referencia: [Lugo-Gonzalez et al., 2017].
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Fig.6.3.2.4 Diagrama de distribucién de especies para los complejos de la HOxAPy con Zn(II) obtenido
empleando los valores promedio de logpy pKas de la HOxAPy de la Tabla 6.2.1 (a) en 30% MeCN-H,O
y (b) en 50% MeCN-HO0.

En el caso de los complejos que forma HOXxAPy, la situacidn es un poco
diferente que en el caso de Cd(II). En primer lugar, ademas de las especies
ML y MHL con estequiometria 1:1 con el ligante protonado y desprotonado,
se forman hidroxocomplejos del tipo [ZnL(OH)] vy [ZnL(OH)2]- por

50



desprotonacion de moléculas de agua coordinadas al cation metdlico. Estas
especies se observan antes en disolucion acuosa, y en las mezclas con
disolvente organico [Lugo-Gonzdlez et al., 2017]. Para las titulaciones
realizadas en 30% de acetonitrilo, sélo encontraron las especies [ZnHL]?*,
[ZnL]* y [ZnL(OH)] a las condiciones probadas, pero no se hicieron
titulaciones en concentraciones 1 mM. En las titulaciones con 50% de
acetonitrilo si fue necesaria la especie [ZnL(OH)2]" para un buen ajuste de
los datos potenciométricos. Sin embargo, por las constantes obtenidas, se
espera que esta especie solo se forme en medios basicos, donde el hidroxido
metdlico puede empezar a precipitar.

Lo primero a resaltar de estos valores, es que el esquema de formacion de
iones complejos entre el ligante HOXAPy y Cd(II) es simple, a pesar de que
el medio con mayor cantidad de disolvente aprético facilita la asociacién de
las especies, observandose Unicamente la formacion de complejos 1:1.

6.4. Estudios cinéticos. Determinacion de la constante de hidrodlisis
alcalina, kox, en mezclas con 30 y 50% v/v MeCN

La constante de hidrdlisis alcalina se determind porque el grupo OH" es un
nucleofilo fuerte cuya reactividad depende del medio y del sustrato. En la
literatura hay reportes de la hidrdlisis alcalina del éster carboxilico empleado
en este estudio, 4-nitrofenil acetato, y una constante de segundo orden
aceptada kon de 14.12 M-1s'l en agua a 25°C [Lugo Gonzalez, et al., 2017].
Sin embargo, dado que se desea medir y comparar la reactividad del anion
del ligante HOxAPy y sus complejos metalicos en agua y en mezclas con 30 y
50% de acetonitrilo, y su reactividad depende del pH resulta mas razonable
determinarla.

La constante de rapidez observada para una reaccién es la suma de las
contribuciones de los nucledfilos presentes. En caso de considerar a todas las
dependencias de primer orden, la ecuacién que incluye la contribucién de
todos los nucledfilos presentes en disolucién tendria la siguiente forma:

Kobs = kou[OH™] + kNu1 [Nu,] + kNuz [Nu,] + kNu3 [Nu;]
Ecuacion 3

en la que Nui, Nuz, Nus, etc. representan otros nucledfilos ademas de OH-A
medida que se incrementa el pH de la disoluciéon, aumenta la concentracién
de los iones OH-, y por lo tanto su contribucién a la hidrdlisis del sustrato.
Entonces es necesario restarla para poder relacionar la constante de rapidez
observada, kobs, con la reactividad de los otros nucledfilos. Por esta razon, se
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decidié determinarla en cada medio a las condiciones de trabajo, y contar
con el valor propio valor en 30 y 50% de acetonitrilo.

Para ello se hicieron reacciones de hidrdlisis de 4-NFA a diferentes
concentraciones de NaOH y (CH3)4sNOH. De las curvas cinéticas se obtuvieron
las constantes observadas de pseudo primer orden, kobs, por el método
integral para cada concentracion de la base. Estos valores se presentan en la
tabla 6.4.1 para las dos mezclas de 30 y 50% MeCN-H;O. Al graficar los
valores de kobs en funcion de la concentracion de NaOH, (Fig. 6.4.1), se
encuentra que el comportamiento es lineal tanto para el 30% como para el
50% de MeCN, y los datos se pueden ajustar con una recta que pasa por el
origen. La siguiente ecuacién representa este comportamiento donde la
pendiente de la recta es la constante de hidrdlisis alcalina kon de cada mezcla
tabla 6.4.1.

kobs= kOH[OH-]+b
Ecuacion 4

Los valores determinados para kon (M-1s1) fueron de 6.92+0.21 y 3.49+0.16
respectivamente en los medios con 30 y 50% de MeCN. Al determinar esta
constante, pero empleando (CH3)4NOH como base fuerte y (CH3)4NCl como
electrolito soporte ya que sabemos que se encuentran completamente
disociados incluso en medios completamente organicos, Fig. 6.4.2,
obtuvimos un valor de kon de 3.46+0.09 M-1s71, que es igual al determinado
con NaOH en este medio dentro de los limites del error. Esta disminucién en
la constante de hidrdlisis alcalina es considerable ya que el valor en agua es
cercano a 15 M-is1l, por lo que encontramos que el OH- es un nucledfilo
menos fuerte en estos medios. Resultados similares han sido reportados en
la literatura. Se han reportado valores de 4.68 y 5.56 M-lsl para kon
respectivamente en mezclas acuosas con 30% y 50% mol de MeCN [Um,
Yoon, Lee, Moon, & Kwon, 1997] que corresponden a 42.61% y 51.74% en
v/v respectivamente [Cunningham, Vidulich, & Kay, 1967].

En las tablas 6.4.1 y 6.4.2 se resumen los valores de las constantes de
rapidez, kobs 1, para la hidrélisis del 4-NFA en funcién de la concentracion
nucledfilo OH- en 30 y 50% de MeCN respectivamente. Dado que estas
graficas son lineales, el valor de la constante de hidrdlisis alcalina, kon M1s71,
se obtuvo de la pendiente de la grafica. El error en las constantes se muestra
en forma de la desviacidon estandar, siendo tipicamente de 1-2%, por lo que
se omitid de las graficas subsecuentes.

En la tabla y Fig. 6.4.2 se presentan los datos obtenidos en 50% MeCN con
dos hidréxidos diferentes: NaOH y (CH3)4sNOH. En este medio observamos
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que disminuye la solubilidad de las sales, como NaCl, a concentraciones
cercanas a 100 mM. Asi observamos que al determinar las constantes de
hidrolisis alcalina en el intervalo de 70-100 mM, las mediciones con NaOH
tienen mayor dispersidon que las realizadas con (CH3)4NOH, que es soluble en
acetonitrilo puro o en agua. De aqui concluimos que, aunque el valor de la
constante de hidrdlisis alcalina es igual dentro de los limites del error
(3.5+0.2 M-1s1) es necesario emplear sales de tetrametil o tetrabutilamonio
al trabajar en 50%v/v de acetonitrilo-agua.

Tabla 6.4.1. Concentraciones de las bases NaOH y constantes de rapidez
observadas de pseudo primer orden, kobs (') y sus desviaciones estandar
(ds) del ligante HOxAPy en 30% v/v MeCN-H;0. Constantes de hidrdlisis
alcalina kon en mezclas MeCN-H20, determinadas con NaOH.

MeCN-H-0
0, 2 -1

[OH], M 30 f°N’;‘8ﬁ]1°N'I > 103+ds
0.01 7.85 0.134
0.02 18.45 0.341
0.03 24.48 1.24
0.04 32.62 1.91
0.05 38.38 3.23
0.06 47.40 3.89
0.07 51.90 7.20
0.08 57.35 9.79
0.09 65.12 15.0
0.1 56.26 2.21

kou, M1s1 6.9+0.2

0.70

0.65
0.60 1
0.55 1
050 1
0.45
0.40
0.35
£ 0.30
0.25
0.20
0.5
0.10

0051 0.0 T T T T
0.00 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 [NaOH], mM
[NaOH], M (a) (b)

Fig.6.4.1. Constantes de rapidez observadas de pseudo primer orden, kops (s'), del ligante HOXAPy
para la hidrdlisis alcalina del 4-NFA variando la concentracién de NaOH en un intervalo de 0.01-0.1M a
25 °C, (a) en 30% MeCN-H;0 r?=0.9970 y (b) en 50% MeCN-H,0 r?=0.9970.
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Tabla 6.4.2. Constantes de rapidez observadas, kobs (s1), en funcién de la
concentracion de la base en presencia del ligante HOXAPy en 50% v/v MeCN-
H>O y constantes de hidrélisis alcalina, kon (sIM-1) determinadas con NaOH vy
(CH3)4NOH.

MeCN-H->0
[OH], M 50% Kkobsx102, st 50%, kobsx10?, st
! [NaOH], M [(CH3)4NOH], M
0.01 4.10 4.19
0.02 8.36 8.44
0.03 162.2 11.58
0.04 12.84 159.3
0.05 17.02 20.29
0.06 19.17 22.57
0.07 24.59 25.81
0.08 31.45 27.67
0.09 25.34 33.45
0.1 32.40 35.74
koun, M-1s1 3.5+0.2 3.5+0.1

0.40

0.35

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00 0.00 T T T T T
. T T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

[NaOH], M [(CH,),NOH], M

a) b)

Fig.6.4.2. Constantes observadas de pseudo primer orden kons (s!) del ligante HOxAPy para la
hidrdlisis alcalina del 4-NFA variando la concentracion de (a) NaOH con una r?=0.9794 y (b)
(CH3)4NOH r?=0.9928 en un intervalo de 0.01-0.1M a 25 °C en 50% MeCN-H,0.

En la figura 6.4.3, se muestra la grafica de los valores experimentales de kon
(M-1s71) obtenidos en este trabajo y los reportados por Um y colaboradores
[Um, Yoon, Lee, Moon, & Kwon, 1997] donde se observa que entre 0 y 50%
de acetonitrilo, se observa una disminucidn en la constante de hidrdlisis
alcalina; nuestros valores siguen esta misma tendencia y pueden ser
incorporados en esta grafica por lo que las mediciones que realizamos
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coinciden con lo que otros autores han observado y la forma en la que
estamos midiendo es adecuada.
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Fig. 6.4.3. Graficos de valores kon en MeCN reportados por Um et al., 1997 y su comparacién con
datos (o) obtenidos en este trabajo.

6.5. Determinacion de los coeficientes de absortividad (¢) del 4-
nitrofenol en mezclas MeCN-H20

El método de rapideces iniciales se utiliza cuando es menor al 10% la
reaccion de hidrodlisis que se lleva a cabo, esto sucede generalmente a
valores menores de pH fisiolédgico. Por lo que se necesitan los valores de
coeficientes de absortividad (¢) del 4-nitrofenol en ambas mezclas de MeCN-
H>O. Las titulaciones espectrofotométricas se realizan con 4-nitrofenol,
porque el 4-NFA al reaccionar con el ligante HOxAPy y sus complejos
formados con Cd(II) y Zn(II) generan la ruptura del acetato formando el 4-
nitrofenol.

En la parte experimental se realizaron titulaciones espectrofotométricas de
UV-Vis teniendo las siguientes condiciones: 0.05 mM de 4-nitrofenol, fuerza
idnica de 90 mM con NaCl, 10 mM de amortiguador bioldgico MOPS pH=7,
cantidad necesaria de MeCN para el 30 o 50%vV/v de las mezclas MeCN-H;0
y se utilizd NaOH previamente estandarizado como titulante.

Para poder calcular la cantidad de producto, 4-nitrofenol, que se libera por la
reaccion de hidrdlisis, es necesario conocer el coeficiente de extincion molar
y el valor del pKa en los medios empleados. En las Fig. 6.5.1 y 6.5.2 se
muestran los cambios espectrales que se observan con las titulaciones de 4-
nitrofenol en 30 y 50% MeCN-H;O con la adicién de NaOH y (CH3)4sNOH
respectivamente. La primera banda, correspondiente al 4-nitrofenol, aparece
en ambas mezclas a una longitud de onda de 317nm, y su intensidad va
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disminuyendo conforme se agrega NaOH. Simultaneamente va apareciendo
un maximo de absorcion a 400nm debido a la formacion de la base
conjugada, 4-nitrofenolato. La presencia de puntos isosbésticos nos indican
gue hay una alta probabilidad de que Unicamente existan dos especies en
disolucion y podemos atribuirla a la forma neutra y a la forma anidnica del
producto. Por otro lado, la longitud de onda a la que aparecen estos
maximos es igual a la que se observa en agua, por lo tanto, se puede
determinar la formacion del producto o el consumo del sustrato a las mismas
longitudes de onda en los tres medios; esto ademas implica que el efecto de
solvataciéon no afecta sensiblemente la protonacion del producto.

Absorbancia

200 400 600
2 longitud de onda (nm)

Fig. 6.5.1 Titulacion espectrofotométrica de UV-Vis del 4-nitrofenol 0.05 mM en 30% MeCN-H;0,
fuerza ionica 90 mM con NaCl y 10 mM de MOPS a 25°C.

Absorbancia

200 400 600
A longitud de onda (nm)

Fig. 6.5.2. Titulacion espectrofotométrica de UV-Vis del 4-nitrofenol 0.05 mM en 50% MeCN-HO0,
fuerza ionica 90 mM con NaCl y 10 mM de MOPS a 25°C.
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En las Fig. 6.5.3 y 6.5.4 se muestran las graficas de los coeficientes de
absortividad molar en funcién del pH para 4-nitrofenol y 4-nitrofenolato, a
315 y 400 nm respectivamente. A partir de estos datos se determiné el valor
de pKa del 4-nitrofenol en cada mezcla de MeCN-H20, mediante la siguiente
ecuacion:

_ AO + Aini * 10(pKa—pH)
T\ 1+ 10pKapH

¢: Coeficiente de absortividad

Arin: Absorbancia final

Ao: Absorbancia inicial

pKa: -logaritmo de la constante de disociacién acida, Ka

pH: -log[H*]
.
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Fig. 6.5.3. Graficas del coeficiente de extincién molar, € mol-'Lcm!, en funcién del pH para 4-nitrofenol
(a) 315 nm y (b) 400 nm para 4-nitrofenolato en 30% v/v MeCN-H,0 a 25°C.
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Fig. 6.5.4. Graficas del coeficiente de extincion molar, ¢ mol-tLcm-?, en funcién del pH para 4-nitrofenol
a (a) 315 nmy (b) 400 nm para 4-nitrofenol en 50% v/v MeCN-H,0 a 25°C.
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Tabla 6.5.1. Valores de pKa del 4-nitrofenol en medio acuoso y mezclas
MeCN-H>0 y DMSO-MeCN.

pKa del 4-nitrofenol en mezclas de disolventes

Disolvente H>.0 30% 50%
MeCN 7.01%* 7.43 8.01
DMSO 7.12% 7.22% 7.29%

* Datos de la referencia: [Terrier, et al., 1995]

Al comparar los valores de pKa del 4-nitrofenol en mezclas acuosas de DMSO
y en mezclas acuosas de MeCN, encontramos que tienen la misma
tendencia: el valor de la constante de disociacién acida aumenta conforme se
incrementa la cantidad de disolvente aproético. Esto se debe a que los
disolventes tienen bajas constantes dieléctricas, lo que incrementa las
fuerzas electrostaticas entre los iones facilitando la formacidn de especies
moleculares.

6.6. Estudios cinéticos. Reactividad esterolitica del anion oximato de
HOXxAPYy, kox, en mezclas de MeCN-H.0

La determinacidn de la reactividad intrinseca del ligante HOxAPy hacia el 4-
NFA en mezclas MeCN-H;0, se realizé determinando las constantes de
rapidez, kobs s, para la hidrdlisis de 4-NFA en presencia del ligante HOXAPy
variando la concentracidon total de la base, NaOH o (CH3)sNOH, en un
intervalo de 1-10 mM de HOxAPy.

6.6.1 Determinacion de kox del ligante HOxXAPy en mezclas de MeCN-
H20 adicionando 0.5 equivalentes de base

Como primera aproximacién, y para validar si este procedimiento podia
darnos resultados confiables, se determinaron las constantes de rapidez, kobs
s1, variando la concentracién del ligante HOxAPy y adicionando 0.5
equivalentes de base estandarizada, NaOH o (CH3)4sNOH dependiendo del
medio. A estas condiciones se espera que el ligante funcione como
amortiguador en el medio de reaccion y siempre se tenga el 50% del ligante
en su forma anidnica, que es la forma reactiva como nucleéfilo. Este método
se ha empleado con frecuencia cuando se trabaja en disolventes no acuosos
o en mezclas de disolventes, y generalmente no se hace ninguna correccion
por la posible contribucidn a la hidrdlisis por parte del hidréxido libre [Um et
al., 2001].
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En las tablas 6.6.1.1 y 6.6.1.2, se presentan los valores de las constantes de
rapidez obtenidas, las concentraciones empleadas de ligante HOxXAPy y de su
anién oximato en cada porcentaje de acetonitrilo, sin correccion por la
contribucion alcalina.

Tabla 6.6.1.1. Concentraciones de HOXxAPy y constantes observadas de
primer orden hacia el 4-NFA en 30% MeCN-H;O.

[HOXAPY]totaix103, M [HOXAPyY]eqx103, M Kobsx102, s1
0.5 0.25 0.17
1.0 0.50 0.40
2.0 1.00 1.17
4.0 2.00 2.79
6.0 3.00 4.60
8.0 4.00 7.75
10.0 5.00 9.56

Tabla 6.6.1.2. Concentraciones de HOXxAPy y constantes observadas de
primer orden hacia el 4-NFA en 50% MeCN-HO0.

[HOXAPY]totaix103, M [HOXAPY]eq x103, M Kobs, s
0.50 0.25 1.34
0.75 0.38 1.55
1.00 0.50 3.07
1.00 0.50 3.46
1.25 0.63 2.56
1.50 0.75 3.38
1.75 0.88 4.47
2.00 1.00 6.64
2.75 1.37 9.11
4.00 2.00 15.5
4.00 2.00 14.3
5.25 2.63 24.9
6.00 3.00 28.2
7.50 3.75 41.1
8.00 4.00 43.9
10.00 5.00 65.8

Los datos de las tablas 6.6.1.1 y 6.6.1.2 se presentan también en forma
grafica en las Figs. 6.6.1.1 y 6.6.1.2, en donde se observan tendencias
lineales. Estos datos se ajustaron a la ecuacidn de una recta en donde la
pendiente corresponde a la constante de reactividad intrinseca del anion
oximato o de oximdlisis, kox M1s'!, que se resumen en la tabla 6.6.1.3. Las
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graficas asi obtenidas no pasan por el origen y los valores asi obtenidos de
las constantes de kox, |0 cual no es razonable si el Unico nucledfilo presente
es el anion oximato y la concentracion calculada es el 50% de Ia
concentracion total. Si bien para este método no se requiere conocer el valor
de la constante de disociacion acida en el medio que se emplea, sino
unicamente adicionar base para formar el 50% de la especie desprotonada,
encontramos que no resulta adecuado para el estudio que se pretende hacer.
Por esta razon se decidié tomar en cuenta la contribucién alcalina del medio
y calcular la concentracién del anion empleando los valores de pKa y pKw €n
cada medio, como se muestra en la siguiente seccion.

Tabla 6.6.1.3 Constantes de velocidad de segundo orden para el ligante
HOxAPy en mezclas MeCN-H;O determinadas con la adicion de 0.5 eq de
base.

MeCN-H20 kox, M1 g1
30% | 20.18+1.1
50% | 12.810.7

0.10
0.08 -
0.06
x% 0.04 )
0.02
0.00 +—= : T T T T
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
[HOxAPy]Eq, M

Fig.6.6.1.1. Constantes observadas de pseudo primer orden kobs (s!) del ligante HOXAPy al equilibrio
para la hidrdlisis del 4-NFA, variando la concentracion de HOxAPy en un intervalo de 0.5-10 mM y
utilizando 0.5 equivalentes de base, NaOH o (CH3)4NOH, a 25 °C en 30% MeCN-H;O. El ajuste lineal
tiene una r?:0.9827.
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Fig.6.6.1.2. Constantes de rapidez observadas de pseudo primer orden kobs (s71) del ligante HOxAPy al
equilibrio para la hidrdlisis del 4-NFA variando la concentracién de HOxAPy en un intervalo de 0.5-10
mM vy utilizando 0.5 equivalentes de base, NaOH o (CH3)4sNOH, a 25 °C en 50% MeCN-H;O. El ajuste
lineal tiene una r?:0.9634.

6.6.2 Determinacion de kox del ligante HOxAPy considerando la
hidrélisis alcalina, pKa del ligante y pKw en mezclas de MeCN-H20

El segundo método utilizado para calcular las constantes de rapidez de
segundo orden del ligante HOxAPy en mezclas de MeCN-H>0, toma en
cuenta la contribucién alcalina, la cual, se determina por medio de la
constante de hidrélisis alcalina previamente calculada para cada porcentaje
de MeCN y por la concentracion de los nucledfilos OH- presentes en el medio,
asi como la concentracién de la forma anidnica para cada contribucién y pH
en particular.

Para corregir las constantes en ambas mezclas de MeCN-H,O se calcularon
las concentraciones de OH" y se restaron a la constante de rapidez
determinada de acuerdo con la ecuacion 5:

kcorr = Kobs — Kon [OH]
Ecuacion 5

Posteriormente se calculd la concentracion del ligante libre OxAPy- y en
funcion de ésta se graficaron las constantes corregidas previamente
calculadas. Estos datos se presentan en las tablas 6.4.1 y 6.4.2.

61



Tabla 6.6.2.1. Constantes de rapidez corregidas, kcorr 1, en funcidon de la
concentracion del anién, para la hidrdlisis de 4-NFA en 30% MeCN-H;0.

[HOXAPYIltotaix103, M | [OXAPYJiibre 103, M Kcorrx105, s
0.5 0.0086 3.21
1. 0.0313 81.7
2.0 0.1100 570
4.0 0.3602 1730
6.0 0.6918 3170
8.0 1.0600 6020
10.0 1.4500 7560

0.08

0.07
0.06
005

" 0.04-
0.03
0.02

0.01

0.00 T T T T T T T
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.008 0.0010 0.0012 0.0014

[OXAPy], M

Fig.6.6.2.1. Constantes de rapidez observadas de pseudo primer orden kops (s!) del ligante HOxAPy
para la hidrdlisis del 4-NFA variando la concentracién de OxAPy- y utilizando medio equivalente de
(CH3)4NOH a 25 °C en 30% MeCN-H,0. El ajuste lineal tiene una r?:0.9910.

Tabla 6.6.2.2. Constantes de rapidez corregidas, kecorr S1, en funcidon de la
concentracion del anién, para la hidrdlisis de 4-NFA en 50% MeCN-H>0.

[HOXAPY]total, x103M | [OXAPY Jiibre, x10°M Kcorrx104, st
0.50 0.8287 6.30
0.75 1.716 5.20
1.00 2.855 17.7
1.00 3.006 20.9
1.25 4,713 8.30
1.50 6.548 13.7
1.75 8.324 21.8
2.00 10.77 40.8
2.75 18.79 57.6
4.00 35.1 111
4.00 35.33 97.8
5.25 54.79 193
6.00 67.75 221
7.50 94.51 339
8.00 104.00 365
10.00 143.00 572
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Fig.6.6.2.2. Constantes observadas de pseudo primer orden kopbs (s!) del ligante HOXAPy para la
hidrdlisis del 4-NFA variando la concentracion de OxAPy- y utilizando medio equivalente de (CH3)4sNOH
a 25°C en 50% MeCN-H0. El ajuste lineal tiene una r?:0.9918.

En las Figs. 6.6.2.1 y 6.6.2.2 se observan que las graficas de ambas mezclas
de MeCN-H0 tienen una tendencia lineal, y por esta razén son ajustadas con
la ecuaciéon de la recta, donde la pendiente es la constante de oximdlisis kox
y estos valores se enlistan en la tabla 6.6.2.3.

Tabla 6.6.2.3. Constantes intrinsecas de segundo orden para el ligante
HOxAPy considerando la contribucién alcalina en mezclas MeCN-H;0.

MeCN-H,0 Kkox M-t s
0 | 60.00+2.00*

30% | 53.54+2.1

50% | 36.67+0.8

*Datos de la referencia: [Lugo-Gonzalez, et al., 2017]

Las constantes intrinsecas de reactividad esterolitica del ligante HOXAPy, kox
M-1s1 en mezclas de MeCN-H;O fueron determinadas por dos métodos y
encontramos que los valores son diferentes, siendo mejores los valores
determinados por el segundo método, debido a la calidad de los ajustes, y
adicionalmente son similares a los reportados en literatura para otros a-
nucleofilos.

Finalmente, se determinaron las constantes de reactividad intrinseca del
nucleofilo 4-clorofenol, que se considera un nucledfilo normal (sin efecto o)
para poder compararlos con los valores obtenidos en mezclas MeCN-H-20,
tanto del anién HOXAPy como de sus complejos metal-oximato.
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6.6.3 Determinacion de las constantes de reactividad intrinseca del
nucleofilo 4-clorofenol kcirho- €en mezclas 30 y 50% MeCN-H2>0

Los estudios cinéticos para determinar la constante intrinseca de reactividad
del 4-clorofenol hacia el 4-NFA, se realizaron utilizando las siguientes
condiciones: un intervalo de concentraciones de 1-20 mM del nucledfilo y 0.5
equivalentes de (CH3)4NOH.

En las tablas 6.6.3.1 y 6.6.3.2, se muestran los valores obtenidos de Kkobs
para el 4-clorofenol hacia el 4-NFA en las mezclas con 30 y 50% MeCN-H20,
estos datos se presentan también en forma grafica en las Figs. 6.6.3.1 y
6.6.3.2. Las constantes muestran una dependencia lineal respecto a la
concentracion del 4-clorofenol y se ajustaron a la ecuacidon de una recta en la
que el valor de la pendiente es la constante de segundo orden, kcipho~ M1s,
sin embargo, la ordenada al origen es positiva, lo cual se atribuye a la
constante de hidrdlisis alcalina, aunque no se esperaria contribucién ya que
todo el hidréxido fue consumido para la formacion del anidn.

Tabla 6.6.3.1. Concentraciones del 4-clorofenol y constantes de rapidez
observadas de primer orden hacia el 4-NFA en 30% MeCN-H20.

[4-CIPhOHJtotaix103 M [4-CIPhOH]eqx103 M Kobsx103, s1
1.0 0.50 0.27
2.5 1.25 0.51
5.0 2.50 0.98
10.0 5.00 1.28
12.5 6.25 1.56
15.0 7.50 1.92
17.5 8.75 1.97
20.0 10.00 2.31

Tabla 6.6.3.2. Constantes de rapidez observadas hacia el 4-NFA, kobs S71, en
funcidén de la concentracién de 4-clorofenolato, en 50% MeCN-H:O.

[4-CIPhOHJtotaix103 M [4-CIPhOH]eqx103 M Kobsx10%, s71
1.0 0.50 1.90
2.5 1.25 3.20
5.0 2.50 6.70
7.5 3.75 9.80
10.0 5.00 11.8
12.5 6.25 14.3
15.0 7.50 17.2
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Fig.6.6.3.1. Constantes observadas de pseudo primer orden, kobs (s1), para el anidn 4-clorofenolato en
la hidrolisis del 4-NFA, variando la concentracion de 4-clorofenol y utilizando 0.5 equivalente de
(CH3)4NOH a 25 °C en 30% MeCN-H0. El ajuste lineal tiene una r2:0.9776.
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Fig.6.6.3.2. Constantes de rapidez observadas de pseudo primer orden kobs (s1) del 4-clorofenol para
la hidrolisis del 4-NFA variando la concentracion de 4-clorofenol y utilizando medio equivalente de
(CH3)4NOH a 25 °C en 50% MeCN-H,0. El ajuste lineal tiene una r?:0.9946.

Tabla 6.6.9 Constantes intrinsecas de reactividad, kcpn M-1s'1, del nucledfilo
4-clorofenol en mezclas MeCN-H-O0.

MeCN-H0 keien, M s keien, M -2
portado experimental
30% | 0.197% 0.20+0.01
50% | 0.217% 0.22+0.01

*Datos de la referencia: [Um, et al., 2001]
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En la tabla anterior se presenta la comparacion de los datos experimentales
obtenidos por este método, con los reportados en la literatura. En este caso
encontramos que son iguales dentro de los limites del error, pero aparece
una contribucion alcalina no esperada, por lo que volvemos a encontrar que
este método no es tan exacto como calcular la concentracion exacta del
anidn a cada concentracién empleada y corregir por la constante de hidrdlisis
alcalina. Dado que la constante nucleofilica de 4-clorofenol en estos medios
se requiere para comparar y establecer si el anidon oximato se comporta o no
como a-nucledfilo en estos medios, no se realizd otra determinacién de su
reactividad, pero en el caso del ligante HOXAPy se utilizaran en lo sucesivo
los valores de las constantes intrinsecas kox que se calcularon tomando en
cuenta la contribucién de la hidrdlisis alcalina y una adecuada especiacion.

6.7. Estudios cinéticos. Reactividad esterolitica de los complejos del
ligante HOXAPy con metales divalentes Cd(II) y Zn(II) hacia el 4-
NFA en mezclas 30 y 50% MeCN-H20

Se realizaron estudios cinéticos para determinar la reactividad de los
complejos formados del ligante con Cd(II) o Zn(II), y cudl es la especie
reactiva en estos medios MeCN-H-0.

Los experimentos fueron realizados con concentraciones de metal-ligante
1:1, pH constante y cantidad necesaria de MeCN para tener 30 6 50% v/v en
la disolucion.

Complejos del ligante HOxXAPy con Cd en mezclas MeCN-H2>0

Las constantes del complejo [CdL]* kcd. en las mezclas de MeCN-H20O, se
determinaron por medio de estudios cinéticos en los cuales se utilizaron las
siguientes concentraciones: 0.5 mM de Cd(CIO4)2, 0.5 mM HOxAPy, 25 mM
de amortiguador bioldgico y cantidad suficiente de MeCN para tener las
mezclas 30 6 50% MeCN-H>0 en un volumen total de 2500 pL.

En presencia del ligante HOxAPy y cadmio se observaron efectos cataliticos
en el intervalo de pH entre 7.0 - 8.5, por lo tanto se investigd qué especies
son predominantes en este intervalo de pH y a las concentraciones
empleadas en cinética. En el diagrama de especies del ligante HOxAPy con
Cd(II), (Fig. 6.7.1), podemos observar que se encuentran presentes en
mayor proporcidn los complejos [CdHL]?** y [CdL]*, sin embargo Ila
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concentracion de la especie [CdHL]?* decrece al aumentar el pH mientras
que la de la especie [CdL]* incrementa por lo que se le atribuye reactividad
esterolitica hacia el 4-NFA, tanto en mezclas de MeCN-H20 como en H;0.

Por lo tanto, en las disoluciones con HOxXAPy y cadmio, se puede atribuir la
reactividad esterolitica hacia el 4-NFA a dos especies: al ligante libre L" y al
complejo [CdL]*. En las condiciones utilizadas el ligante libre L~ se encuentra
presente a concentraciones muy bajas, alrededor de 10-11-10-7 M, mientras
gue el complejo [CdL]* esta presente en mayores concentraciones, siendo
predominante a pH=7.

5.0x10™

4.0x10™ 1
b

3.0x10™

2.0x10™

[Especies], M

1.0x10™ -

0.0

Fig. 6.7.1. Diagrama de distribucién de especies de los complejos [CdHL]?* y [CdL]* en medio acuoso
(lineas continuas), 30% MeCN-H,0 (=) y 50% MeCN-H,0 (=-=-).

Las constantes de rapidez, kobs S1, @ estas condiciones se calcularon por el
método integral (Ecuacidon 2) y posteriormente fueron corregidas por la
contribucion alcalina (kon) y del ligante libre (kox) para los porcentajes 30 vy
50% de MeCN, estos valores se enlistan en las tablas 6.7.1 y 6.7.2.
respectivamente, al igual que los valores de las kcorr.

kcorr = kobs — Kon [OH] - kL[L]

Ecuacion 6

Vale la pena mencionar que la concentracion del ligante libre es muy
pequena (10°11-107 M) por lo que su contribucién a la hidrdlisis del NFA
puede despreciarse y los valores de kcorr también se pueden obtener
omitiendo la contribucién kox. y empleando las siguientes ecuaciones:
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keorr = kops — 6.9[0H] Ecuacion 7a (30% MeCN-H,0)
keorr = Kops — 3.46[0H] Ecuacion 7b (50% MeCN-H20)

Las concentraciones del complejo [CdL]* a cada una de las condiciones de pH
y concentracion en las que se obtuvieron curvas cinéticas y constantes de
rapidez, kobs S1, para las dos mezclas de acetonitrilo (Tablas 6.7.1 y 6.7.2)
Se calcularon con ayuda del programa Hyss 2009, utilizando las constantes
de protonacién y de formacién determinadas mediante titulaciones
potenciométricas del ligante HOxAPy con el cation divalente Cd en mezclas
de MeCN-H20.

Finalmente, se graficaron los valores de kcorr €n funcidn de la concentracion
del complejo [CdL]* para ambas mezclas, las cuales se muestran en las Fig.
6.7.2 y 6.7.4. Su tendencia es lineal y los datos fueron ajustados con la
ecuacién de una recta, donde la pendiente es igual al valor de la constante
de reactividad intrinseca de segundo orden para el complejo de [CdL]* kcdl,
estos valores se encuentran en la tabla 6.7.3 y se incluyen para su
comparacion, los valores de las constantes para la especie [CdL]* en medio
acuoso.

Por otra parte, en las Figs. 6.7.3 y 6.7.5 se muestran las constantes de
rapidez corregidas (kcorr) Sobrepuestas en el diagrama de distribucion de
especies del ligante con Cd(II) en cada porcentaje de MeCN, junto con una
ampliacidon de la zona en la que se pudo medir reactividad. En estas graficas
se puede observar que la distribucidén de la especie [CdL]* sigue la tendencia
observada en reactividad tanto en las mezclas de MeCN-H>0 como en H>O.

Tabla 6.7.1. Concentraciones de [CdOxAPy]* y constantes de rapidez
corregidas keorr hacia el 4-NFA en 30% MeCN-H2O0.

pH [CC“)XAPV],X].O6 M kobsx102, 5-1 kOH, X107 5-1 kcorrx102, s1
6.96 1.39 2.04 1.05 2.04
7.14 2.11 1.14 1.59 1.14
7.39 3.74 1.33 2.82 1.33
7.61 6.17 2.16 4.68 2.16
7.94 15.2 11.9 10.0 11.9
8.18 22.2 8.60 17.4 8.60
8.37 33.6 14.5 26.9 14.5
8.63 66.7 31.0 48.9 30.9
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Fig.6.7.2. Constantes corregidas de pseudo primer orden keorr (1) del [CdL]* para la hidrdlisis del 4-NFA variando el
pH del medio a 25 °C en 30% MeCN-H0. El ajuste lineal tiene una r>=0.9757.
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Fig.6.7.3. (a) Diagrama de distribucion de especies del ligante HOXAPy y Cd?*en 30% MeCN-H.0, sobreponiendo las
constantes de rapidez corregidas de primer orden (=) keorr, S hacia el 4-NFA. Las especies presentes son (...) L, (=-=-
) [CdHL]?** y (linea continua) [CdL]*, 0.5 mM HOxAPy, 0.5 mM Cd(ClO4)> en 30% MeCN-H.0. (b) ampliacién de las
constantes de rapidez corregidas ke, S sobrepuestas con la especie [CdL]* (linea continua)

Tabla 6.7.2. Concentraciones de [CdL]* y constantes de rapidez corregidas
kcorr hacia el 4-NFA en 50% MeCN-H2O0.

pH | [CAOXAPy]x107, M | Kkobsx102, s1 konx108, s Keorrx102, 571
7.06 5.15 0.27 2.89 0.27
7.25 8.02 0.29 4.48 0.29
7.43 12.18 0.34 6.78 0.34
7.75 25.48 1.04 14.17 1.04
7.91 36.79 1.56 20.49 1.56
8.16 65.10 2.02 36.43 2.02
8.30 89.44 2.89 50.29 2.89
8.54 153.40 4.54 87.39 4.54
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Fig.6.7.4. Constantes corregidas de pseudo primer orden ke, s del [CdL]* para la hidrdlisis del 4-NFA variando el
pH del medio a 25 °C en 50% MeCN-H.0. El ajuste lineal tiene una r?:0.9904.
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Fig.6.7.5. (a) Diagrama de distribucién de especies del ligante HOxAPy y Cd2*en 50% MeCN-HO0,
sobreponiendo las constantes de rapidez corregidas de primer orden keorr, st (+) hacia el 4-NFA. Las
especies presentes son (eee) L, (=-=-) [CdHL]?* y (linea continua) [CdL]*. (b) ampliacién de las constantes
de rapidez corregidas keorr, S sobrepuestas con la especie [CdL]* (linea continua).

Tabla 6.7.3. Constantes intrinsecas de segundo orden del complejo CdOxAPy
kcar en mezclas MeCN-H2O0.

MeCN-H20 kca,, M1 s1

0 10900+600%
30% 4500+370
50% | 3100+110

*Datos tomados de la referencia: [Lugo-Gonzalez, et al., 2017]
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De estos resultados podemos decir que la reactividad esterolitica debida al
complejo [CdL]* presentdé el mismo comportamiento tanto en H.O como en
las mezclas de MeCN-H20, en cuanto a que la reactividad del complejo en 30
y 50% de MeCN (4500 y 3100 M-is1) es dos ordenes de magnitud mayor
gue la del ligante libre L- (53 y 37 M'1s'1) y a que la coordinacién del anion
oximato con el catién metalico Cd(II) incrementa la rapidez de reaccién en la
hidrélisis del 4-NFA comparada al oximato libre, por lo tanto, la presencia del
cation metalico facilita la interaccion del sustrato y del oximato mas alld de
disminuir el valor del pKa del nucledfilo, tal y como sucede en el sitio activo
de las enzimas.

Sin embargo, se observa que al aumentar la cantidad de acetonitrilo
(disolvente aprotico) la constante de segundo orden disminuye fuertemente
pues su valor disminuye de 10900 a 4500 y luego a 3100 M-1st a| pasar de
agua a 30 y 50% respectivamente.

Si comparamos la reactividad de los nucledfilos libres con la del complejo en
agua y en 30 y 50% de acetonitrilo encontramos que la reactividad intrinseca
de OH" disminuye 50 y 76%, la de OxAPy" esta disminuye 12 y 38%, y la de
la especie reactiva [CdL]* disminuye 60 y 70%, por lo tanto la reactividad de
OH- y del complejo se ven mas fuertemente afectadas que las del ligante
libre, lo cual se debe a efectos de solvatacién.

Complejos del ligante HOxXAPy con Zn en mezclas MeCN-H.0

Las constantes de rapidez de pseudo primer orden de los complejos del
ligante HOXAPy con Zn(II), se determinaron por medio de estudios cinéticos,
los cuales, tuvieron las siguientes condiciones: 0.5 mM de HOxAPy vy
Zn(ClO4)2, 25 mM de amortiguadores biolégicos (MES, MOPS, CHES, CAPS),
MeCN necesario para el 30 6 50% v/v y finalmente 0.05 mM de 4-NFA.

En presencia del ligante HOXAPy y zinc se observaron efectos cataliticos en
un intervalo de pH mas amplio que en el caso de cadmio y desde pH &cido,
5.0 - 11.0, por lo tanto se investigd qué especies son predominantes en este
intervalo de pH y a las concentraciones empleadas en cinética. En el
diagrama de especies del ligante HOxAPy con Zn(II) para cada medio (Fig.
6.7.1), podemos observar que se encuentran presentes los complejos
[ZnL]*, [ZnL(OH)] y [ZnL(OH)2T, los cuales, se esperaria que fueran activas.
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Fig. 6.7.8. Diagrama de distribucién de especies de los complejos del ligante HOXAPy con Zn(II) en (-=-
*) medio acuoso, (- -) 30% MeCN-H,0 y (linea continua) 50% MeCN-H-0.

Estudios cinéticos en la mezcla 30% v/v MeCN-H20

Las constantes de rapidez, kobs S!, en presencia de HOxAPy y zinc se
calcularon por el método integral a todos los valores de pH (Ecuacién 2) y
posteriormente fueron corregidas por Unicamente por la contribucién alcalina
(kon) en los porcentajes 30 y 50% de MeCN (Ecuaciones 7a y 7b) y los
valores obtenidos se enlistan en las tablas 6.7.1 y 6.7.2. Las concentraciones
en que se encuentra presente, el ligante libre en las condiciones empleadas
en cinética en las mezclas de MeCN-H20 son del orden de 10-1* a 10719 por lo
gue su contribucion es despreciable. Por otro lado, si bien normalmente las
reacciones en medio acido son extremadamente lentas y se suele usar el
método de velocidades iniciales, en nuestro caso se usé el método integral
incluso a pH 5.0 y se monitored tanto la formacidon del aniéon 4-nitrofenolato
a 400 nm como el producto 4-nitrofenol pues, aunque su coeficiente de
extincion es menor que el de su anion, la mayor parte del producto se
encuentra protonado en el intervalo de pH 5-7.

En la tabla 6.7.4 se presentan los valores de pH, kobs, kon[OH] y Kcorr para la
mezcla de 30% MeCN-H;0, y en las fig. 6.7.9 y 6.7.10 se muestran estos
datos en forma grafica (keorr €n funcidon del pH de reaccidon) en coordenadas
normales y en coordenadas logaritmicas para que se aprecie la tendencia
observada a valores de pH acido.
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Tabla 6.7.4. Valores de pH y sus constantes de rapidez corregidas kcorr hacia
el 4-NFA en 30% MeCN-H:O0.

Kobsx103, konx10%,  Kcorrx103, Kobs X102,  kon, x106

pH pH Kcorrx102, s71

sl s s s s
5.19 2.79 1.80 2.79 8.62 21.71 4.79 21.71
5.33 3.35 2.50 3.35 8.71 24.49 5.89 24.49
5.47 4.42 3.40 4.42 8.79 26.17 7.08 26.17
5.60 4.79 4.60 4.79 8.93 27.86 9.77 27.86
5.96 12.3 10.5 12.28 8.94 32.28 10.00 32.28
6.11 18.1 14.8 18.1 8.99 35.14 11.20 35.14
6.24 24.9 20.0 24.95 9.14 26.19 15.90 26.19
6.50 37.2 36.3 37.16 9.18 35.53 17.40 35.53
6.74 60.6 63.1 60.6 9.41 35.19 29.50 35.19
6.86 81.8 83.2 81.8 9.43 57.01 30.90 57.00
6.98 111.7 110.0 111.7 9.54 58.29 39.80 58.29
7.08 111.1 138.0 111.1 9.60 49.77 45.70 49.77
7.11 122.2 148.0 122.2 9.70 61.24 57.60 61.24
7.28 125.5 219.0 125.5 9.87 89.27 85.10 89.26
7.55 190.6 407.0 190.6 9.89 86.10 89.10 86.09
7.75 242.2 646.0 242.2 9.91 59.76 93.30 59.75
7.93 240.5 977.0 240.5 9.95 61.40 102.00 61.39
8.17 222.4 1700 222.4 10.11 99.13 148.00 99.11
8.33 304.2 2460 304.2 10.38 98.88 275.00 98.85
8.37 227.0 2690 227.0 10.48 117.4 347.00 117.4
8.53 330.9 3890 330.9 10.70 102.0 576.00 101.9
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1.0 H
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“» 0.6

‘corr’
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Fig. 6.7.9. Constantes de rapidez corregidas de primer orden kerr (s'!) para diferentes valores de pH
en la mezcla 30% MeCN-H;0. La linea continua es el ajuste para determinar los valores de pK, de las
especies reactivas.
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Fig. 6.7.10. Grafica logaritmica de keorr (s™!) vs pH, en la que se puede apreciar de manera mas clara la
reactividad catalitica de 2 especies presentes en el medio 30% MeCN-H0.

Lo primero que puede observarse es que se observa reactividad esterolitica a
valores de pH menores al fisioldgico (desde pH 5.0) y que al aumentar el pH,
se observan dos “saltos” en la grafica, lo que indica que hay dos especies
reactivas con diferentes valores de pKa, por lo que se procedié a analizar la
reactividad observada en términos de las especies presentes en disolucion.

La rapidez de reaccion se debe a la suma de las contribuciones de todas las
especies nucleofilicas presentes en el medio de reaccion, los cuales son: la
de hidrdlisis alcalina, la del ligante HOxAPy y la de los del ligante con zinc. Si
todas las contribuciones son de primer orden, que resulta l6gico suponer por
lo determinado en este trabajo para el ligante libre y para el complejo de
cadmio, la constante de rapidez se puede expresar por la ecuacion 8 dado
gue para las kcorr Ya se realizé la correccidon de las kobs por la contribucion
alcalina y del ligante libre (6.9[0H] + 53.5[L]).

kobs = alZnHL] + b[ZnL] + c[Zn(L)(OH)]
Ecuacion 8

En la Fig. 6.7.11 se presentan las kcorr SObrepuestas en el diagrama de
especies del ligante con Zn(II). Aqui observamos que la tendencia en
reactividad es la que presentan las especies [ZnL]* y [Zn(L)(OH)] por lo que
probablemente estas sean las especies reactivas. Esto es ademas congruente
con que en la tendencia en reactividad se observaron dos valores de pKa
cinéticos, los cuales pueden ser de la desprotonacion de [ZnHL]?* y de la
desprotonacién de una molécula de agua de la especie [ZnL(H20)]*. Por su
parte, no se espera que el complejo [ZnHL]?>* pueda ser una especie
cinéticamente activa pues no hay un nucleéfilo en su férmula y Ila
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concentracidon de esta especie disminuye al aumentar el pH contrariamente a
lo observado con la reactividad.

Los valores de los coeficientes a, b y ¢ de la ecuacion 8 se determinaron
mediante una regresién lineal multiple. Para ello se calcularon las
concentraciones de cada una de estas tres especies a cada una de las
condiciones de concentracién y pH empleadas en cinética, empleando el
programa HySS y el conjunto de constantes de acidez y de formacion de
complejos con zinc previamente determinadas por potenciometria.

1.0 4 = 5.0x10’
- > [ZnL(OH)]

0.8 \ - 4.0x10*

0.6 - \ L - 3.0x10*

corr
=S
7

4

X~ 0.4 - 2.0x10°

z
[Especies, M]

0.2 H n \ - 1.0x10*

001l mumm ll-. ~ ~ o0

Fig.6.7.11. Diagrama de distribucion de especies del ligante HOxAPy y Zn2*en 30% MeCN-H;0,
sobreponiendo las constantes de rapidez corregidas de primer orden Keorr, st (+) hacia el 4-NFA. Las
especies presentes son: (---) [ZnHL]%*, (=-=-) [ZnL]* y (linea continua) [Zn(L)(OH)].

Los resultados obtenidos con el ajuste nos indican que si se emplean las tres
especies, como se indica en la ecuacion 8, el error de la constante para
complejo [ZnHL]?* es varias veces mayor que el de la constante, o tiene un
valor negativo si se hace la regresién incluyendo por pares esta especie y
[ZnL] o [ZnL(OH)], por tanto, esto quiere decir que el complejo [ZnHL]?* no
presenta reactividad esterolitica en estas condiciones.

Por lo tanto, no se considerd la especie [ZnHL]?* y la constante de rapidez de
reaccion se calculd con la ecuacion 9 en la mezcla 30% MeCN-Hz0.

Keorr = 410[ZnL] + 2460[Zn(L)(OH)]

Ecuacion 9
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Para verificar si este modelo puede reproducir la reactividad observada, se
calcularon las constantes de rapidez con la ecuacion 9 (kcaic) Y se compararon
con las determinadas experimentalmente. Estos valores se presentan en la
tabla 6.7.5.

Tabla 6.7.5. Constantes de rapidez de primer orden corregidas y calculadas
(kcorr, kealc) Y concentraciones molares de los complejos [ZnHOxAPy]?t,
[Zn(OxAPy)(OH)] vy [ZnOxAPy]™*, hacia el 4-NFA en 30% MeCN-HO.

pH Kcorrx103, ZnLHx10%, ZnLOHx10%, ZnLx106%, Kcaicx103,

s M M M st
5.19 2.79 4.00 7.76x107° 3.7 1.53
5.33 3.35 4.11 1.52x10*% 5.3 2.18
5.47 4.42 4.20 2.96x10* 7.4 3.07
5.6 4.79 4.27 5.47x10*% 10.2 4.21
5.96 12.3 4.33 2.91x1073 23.6 9.79
6.11 18.1 4.29 5.77x1073 33.1 13.7
6.24 25.0 4.23 0.01 44.0 18.2
6.50 37.2 3.99 0.03 75.5 31.3
6.74 60.6 3.61 0.09 119.0 49.3
6.86 81.8 3.36 0.14 146.0 60.6
6.98 111.7 3.07 0.23 176.0 73.3
7.08 111.1 2.82 0.33 203.0 84.7
7.11 122.2 2.74 0.37 211.0 88.3
7.28 125.5 2.27 0.67 259.0 109
7.55 190.6 1.56 1.59 332.0 141
7.75 242.2 1.12 2.87 377.0 163
7.93 240.5 0.802 4.70 408.0 180
8.17 222.4 0.493 8.73 437.0 202
8.33 304.2 0.350 12.90 448.0 217
8.37 227.0 0.320 14.30 450.0 221
8.53 330.9 0.224 20.80 453.0 239
8.62 217.1 0.182 25.50 453.0 239
8.71 244.9 0.147 31.30 451.0 250
8.79 261.7 0.121 37.40 448.0 264
8.93 278.6 0.080 50.50 439.0 277
8.94 322.8 0.084 51.60 438.0 306
8.99 351.4 0.074 57.30 433.0 308
9.14 261.9 0.050 77.60 416.0 320
9.18 355.2 0.045 83.90 410.0 363
9.41 351.9 0.024 128.00 368.0 376
9.43 570.0 0.022 133.00 364.0 467




9.54 582.9 0.016 159.00 339.0 477
9.60 497.7 0.014 174.00 324.0 531
9.70 612.4 9.90x1073 201.00 297.0 563
9.87 892.6 5.62x1073 250.00 249.0 618
9.89 860.9 5.24x10°3 256.00 243.0 717
9.91 597.5 4.89x103 261.00 238.0 729
9.95 613.9 4.24x1073 273.00 226.0 741
10.11 991.1 2.36x10°3 317.00 182.0 765
10.38 988.5 8.20x10™* 382.00 118.0 856
10.48 1174 5.44x10*% 402.00 98.3 988
10.70 1020 2.14x10* 436.00 64.3 1028

En las siguientes graficas (Figs. 6.7.12 y 6.7.13) se presenta esta
comparacién de los valores de kcorr (=) vs pH con los valores de las
constantes de rapidez calculadas keaic (la linea continua), tanto en
coordenadas normales para las constantes como en forma logaritmica (para
que sea evidente la tendencia a pH 5-7), y puede observarse que el modelo
de especies reactivas con sus respectivas constantes de segundo orden de la
ecuacion 10 permite reproducir adecuadamente los datos experimentales
obtenidos en este trabajo.

1.2

1.0 —
0.8

“» 0.6 4

corr

0.4 +

0.2 +

0.0

11

Fig. 6.7.12. Ajuste tedrico de constantes de rapidez calculadas (linea continua) kcac, s* y constantes
de rapidez corregidas kcorr, St hacia el 4-NFA en 30% MeCN-H-0.
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Fig. 6.7.13. Ajuste tedrico en escala logaritmica de las constantes de rapidez calculadas (linea
continua) Kcalc, Sy constantes de rapidez corregidas keorr hacia el 4-NFA en 30% MeCN-H-0.

El ajuste tedrico que se realiz6 con la ecuacién 10 es bastante bueno al
cumplir con la tendencia experimental del trabajo, por esta razén, se decidié
mostrar el ajuste en coordenadas logaritmicas (Fig. 6.7.13), mostrando que
es bueno y eficiente, el modelo obtenido en este trabajo para las especies
reactivas [ZnL]?* y [Zn(L)(OH)] hacia el 4-NFA en 30% MeCN-HzO.

Estudios cinéticos en la mezcla 50% v/v MeCN-H>0

Los estudios cinéticos de los complejos del ligante HOxAPy con Zn(II) en la
mezcla de 50% v/v MeCN-H0O en disolucién, también se presentaron como
reacciones de primer orden, por lo tanto, las constantes de rapidez kobs
fueron obtenidas por medio del ajuste de las curvas cinéticas con la ecuacién
2. Estas constantes fueron corregidas por la contribucién alcalina a las
condiciones de reaccién, dado que al igual que en el 30% MeCN, la
contribucion del ligante libre es despreciable, y se realizd la correccidén con la
ecuacioén 7b.

Los valores de las constantes de rapidez corregidas, kcorr S, para cada valor
de pH se enlistan en la tabla 6.7.6, y se muestran en forma grafica en las
figuras Figs. 6.7.14 y 6.7.1 (coordenadas normales y logaritmicas para que
sea clara la tendencia observada a valores de pH entre 5-7). En estas figuras
se puede apreciar que, al igual que en 30% de acetonitrilo, se observa
reactividad esterolitica desde pH 5, por lo que se procedid a analizarla en
funcion de las especies presentes en disolucion.
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Tabla 6.7.6. Valores de pH y sus constantes de rapidez corregidas keorr hacia
el 4-NFA en 50% MeCN-H:O0.

pH Kobsx103, s konx108, st Kcorrx103, s
5.58 3.72 0.0958 3.72
5.76 7.02 0.1450 7.02
6.04 4.96 0.276 4.96
6.15 14.7 0.356 14.7
6.45 28.4 0.710 28.4
6.61 41.8 1.03 41.8
6.79 54.1 1.55 54.1
7.00 59.5 2.52 59.5
7.04 62.7 2.76 62.7
7.23 82.8 4.28 82.8
7.23 73.8 4.28 73.8
7.52 70.7 8.35 70.7
7.79 77.1 15.5 77.1
7.98 98.8 24.1 98.8
8.05 92.3 28.3 92.3
8.92 106 210 106
9.65 172 1130 172
10.28 203 4800 203
10.31 201 5150 200
10.40 190 6330 189
11.21 203 48000 202

0.20 4 [ ] ]

kcorrOH' S

12

Fig. 6.7.14. Constantes de rapidez corregidas de primer orden keorr (s'1) para diferentes valores de pH
en la mezcla 50% MeCN-H;0. La linea continua es el ajuste para determinar los valores de pK, de las
especies reactivas.
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Fig. 6.7.15. Grafica logaritmica de kerr, (s) vs pH, en la que se puede apreciar aparentemente la
reactividad catalitica de 3 especies presentes en el medio 50% MeCN-H,0.

La reactividad esterolitica en la mezcla del 50% MeCN-H,0, debe ser la suma
de las contribuciones de las especies nucleofilicas presentes en el medio de
reaccion: el ligante desprotonado OxAPy-, los iones OH- y los complejos del
ligante con zinc. En la Fig. 6.7.16 se observa que las especies metal-ligante

que son predominantes, y posiblemente activas en este medio, son: [ZnL]",
[Zn(L)(OH)] y [Zn(L)(OH)2]".
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Fig.6.7.16. Diagrama de distribucién de especies del ligante HOxAPy y Zn2*en 50% MeCN-HO0,
sobreponiendo las constantes de rapidez corregidas de primer orden (=) keorr, S hacia el 4-NFA. Las
especies presentes son: (lineas continuas delgadas) [ZnHL]?>* y [Zn(HL)21?*, (---) [ZnL]*, (=-=-)
[ZnL(OH)] v (linea continua gruesa) [Zn(L)(OH)2]".
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La determinacion de las constantes de segundo orden que miden la
reactividad intrinseca de cada complejo metalico, y que en la ecuacion 10
estan representadas por los coeficientes a, b, ¢, d y e, se realizd por medio
de una regresién lineal multiple.

keorr = alZnHL] + b[ZnL] + c[Zn(L)(OH)] + d[Zn(L)(OH),] + e[Zn(HL),]
Ecuacion 10

Para ello se calcula, a cada condicién de concentracién y pH empleada en
cinética, la concentracién de cada especie con el programa HySS, y se
expresa el valor de la constante kcorr €n funcion de las constantes de segundo
orden para cada complejo y su concentracién, de acuerdo a la ecuacién 10.
Las concentraciones de los complejos [ZnL]?*, [ZnL(OH)] y [Zn(L)(OH)z2]
empleadas para este ajuste se incluyen en la tabla 6.7.7.

Al hacer un analisis cualitativo con el diagrama de distribucion de especies
sobrepuesto con las constantes de rapidez corregidas keorr (Fig. 6.7.16),
aparentemente la reactividad observada puede atribuirse a las especies:
[ZnL]*, [Zn(L)(OH)] y [Zn(L)(OH)2]", debido a que su concentracion aumenta
tal como se observa el incremento en la constante de rapidez al
incrementarse el pH del medio de reaccion.

Al hacer el analisis cuantitativo, con la ecuacion 10, que incluye a las
especies [Zn(HL)2] y [ZnHL]?*, los valores obtenidos para las constantes a y
b son negativos o bien tienen un error varias veces mayor a la constante,
por lo tanto se concluyd que estas dos especies no atribuyen reactividad
catalitica y, finalmente, la rapidez de reaccién quedd expresada con la
ecuaciéon 11 que sodlo incluye las especies [ZnL]*, [Zn(L)(OH)] vy
[Zn(L)(OH)2]:

keorr = 190[ZnL] + 340[Zn(L)(OH)] + 400[Zn(L)(OH),]
Ecuacion 11

Para comprobar este modelo, se calcularon las constantes de rapidez,kcaic s},
y fueron graficadas junto con los valores experimentales de keorr (Fig.
6.7.17), de donde resulta claro que los valores calculados con el modelo de
la ecuacion 11 reproducen adecuadamente los resultados experimentales de
este trabajo. En la grafica 6.7.18 se muestran estos mismos datos en
coordenadas logaritmicas en donde se puede apreciar que este modelo
reproduce razonablemente los datos a valores de pH acidos que son poco
visibles en coordenadas normales porque las constantes de rapidez son
mucho menores, aunque se observa una ligera desviacion para los datos
entre pH 6.5y 7.
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Tabla 6.7.7. Constantes de rapidez de primer orden corregidas y calculadas
(Kcorr, kealc) Y concentraciones molares de los complejos [ZnL]?*, [Zn(L)(OH)]
y [Zn(L)(OH)2]", hacia el 4-NFA en 50% v/v MeCN-H-0.

oH Keorrx103,  ZnLx10%, ZnL(OH)2x101°, ZnL(OH), Kcalcx103,
st M M x10° M st
5.58 3.72 0.159 0.0056 0.0068 3.05
5.76 7.02 0.236 0.019 0.015 4.54
6.04 4.96 0.431 0.013 0.053 8.30
6.15 14.70 0.542 0.26 0.086 10.44
6.45 28.43 0.976 1.9 0.31 18.85
6.61 41.79 1.30 5.4 0.59 25.11
6.79 54.10 1.73 16.0 1.20 33.63
7.00 59.54 2.30 56.0 2.58 45.09
7.04 62.68 2.41 70.6 2.97 47.37
7.23 82.81 2.94 206 5.60 58.30
7.23 73.79 2.94 206 5.60 58.30
7.52 70.74 3.53 782 11.9 71.81
7.79 77.09 3.60 961 13.40 73.79
7.98 98.76 3.92 2750 23.60 83.37
8.05 92.32 4.06 9010 43.50 93.27
8.92 105.9 3.23 14300 154.0 120.5
9.65 172.2 1.21 1120000 266.0 158.9
10.28 202.9 0.368 2470000 217.0 178.9
10.31 200.6 0.0452 3990000 96.60 192.0
10.4 189.6 0.0399 4050000 91.40 192.3
11.21 202.1 0.0274 4200000 77.20 193.4
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Fig. 6.7.17. Ajuste tedrico de constantes de rapidez calculadas (linea continua) kcaic, (s't) y constantes
de rapidez corregidas Kkcorr, St hacia el 4-NFA en 50% MeCN-H,0.
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Fig. 6.7.18. Ajuste tedrico en escala logaritmica de las constantes de rapidez calculadas (linea
continua) Keaic, S* y constantes de rapidez corregidas kcorr, s hacia el 4-NFA en 50% MeCN-H,0.



7. Analisis global de resultados

Las constantes de disociacién acida del ligante HOxXAPy en 30 y 50% v/v de
MeCN-H>0O aumentaron al incrementarse la cantidad de acetonitrilo en el
medio, por lo tanto, la desprotonacion del grupo oxima se lleva a cabo a
valores de pH mas basicos, como puede verse de la tabla 7.1 y comparando
con su valor en agua, 11.74.

En la tabla 7.1 se enlistan los valores determinados de las constantes de
equilibrio para los complejos metalicos formados del ligante HOxAPy con los
cationes divalentes Cd2* y Zn2* en las mezclas de MeCN-H20. Las constantes
de asociacion con el ligante protonado son mayores y por lo tanto una mayor
fraccion del ligante esta coordinada con zinc, en 50% de MeCN aparece una
especie con un catién y dos ligantes neutros que no se forma en medios con
mayor porcentaje de agua.

Por otro lado, el aumento del porcentaje de acetonitrilo en la mezcla afecta
de diferente forma los valores de pKa de los complejos metal-oximato. Al
incrementar el porcentaje de acetonitrilo, el valor de pKa del complejo con
Cd?* es mayor, siguiendo la misma tendencia que la acidez del ligante,
cambia de 9.5 a 10.0. Sin embargo, en el caso del Zn2?*, el pKa de los
complejos disminuye al pasar de 30 a 50% de MeCN, de 7.2 a 6.6
(disminuye 0.6 unidades) el primer pKa y de 9.9 a 9.0 (disminuye 0.9
unidades) el segundo pKa. Esto quiere decir, que la interaccidon entre el
ligante y el zinc es mucho mas fuerte que en agua y por lo tanto en este
medio se incrementa su caracter como acido de Lewis compensando incluso
el cambio en el pKa que sufre el ligante (aumenta 0.4 unidades).

Tabla 7.1 Constantes de disociacién acida del ligante HOxAPy y de sus
complejos metalicos con Cd(II) y Zn(II).

Reaccion logK o pKa
% v/v MeCN-H20
30% 50%
HL <~ L+ H? 12.93+0.09 13.30+£0.07
Cd(1I) Zn(II) Cd(1I) Zn(I1)
M?** + HL - M(HL)** 4.70 6.27 5.40 6.88
M(HL)** + ML* + H" & M?** + M(HL), —_— —_— — 6.50
M(HL)(H,0),*" - ML(H,0)," + H* 9.51 7.22 10.00 6.63
ML(H,0)," - ML(H,0)(OH) + H* --- 9.87 --- 8.95
ML(H,0)(OH) + H,0 - ML(OH),” + H* -- -—- -—- 9.66
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Estos cambios, si bien no modifican la identidad de las especies reactivas
encontradas en agua, si modifican la acidez y la estabilidad de los complejos
metal-oximato, por lo tanto, modifican sensiblemente la cantidad de las
especies en disolucidon a unas condiciones dadas. Por esta razén es de suma
importancia calcular la concentracidn de las especies presentes en estos
medios para, posteriormente, asignar la reactividad en la hidrélisis del 4-NFA
a cada una de estas especies a partir de los datos cinéticos. Es muy
importante destacar que uno de los efectos mas importantes del catidn
metalico, ya sea Cd(II) o Zn(II), al coordinarse con el ligante HOxAPy o
anidon oximato es disminuir drasticamente su basicidad en cualquier medio de
reaccién, ya sea en mezclas de MeCN-H;0 o sélo en H2O.

Es importante mencionar que, al cambiar el medio de reaccién de agua a
mezclas de MeCN-H20, el ligante HOXAPy se sigue comportando como un a-
nucleofilo en la ruptura del 4-NFA, ya que su reactividad es mucho mayor
que la del anién 4-clorofenol que tiene igual basicidad. Sin embargo, la
reactividad esterolitica intrinseca del grupo oximato, kox, €s menor en estos
medios. Esto quiere decir que la reactividad observada es menor porque al
mismo pH la oxima se disocia menos y ademas porque el anidn oximato
generado es menos reactivo.

Por otra parte, el medio de reaccién al tener un disolvente aprético causa un
cambio en la solvatacién presente alrededor del a-nucledfilo, tanto en el
estado basal como en el estado de transicion. El hecho de que el anién
oximato sea menos reactivo en estos medios esta relacionado con una
modificacién en la solvatacidon del estado basal del nucledfilo, por ello para
observar una remocidn del fendmeno del desbalance solvatacional es
necesario que se modificar la solvatacién del complejo en el estado de
transicion. [Um et al., 2006; Buncel et al., 2002]. Por esto, la reactividad del
grupo oximato en un medio con hasta 50% de MeCN sigue estando nivelada
a pesar de ser mayor el pKa del oximato. Las constantes de rapidez de
oximdlisis se presentan en la tabla 7.1.

También se determinaron las constantes de rapidez de la ruptura del 4-NFA
para los complejos metal-oximato con los cationes divalentes Cd(II) y Zn(II),
estos valores se resumen en la tabla 7.2. De estos valores es claro que la
especie responsable de la hidrdlisis del 4-NFA en el caso del complejo con
Cd(II) es la misma en las mezclas de disolventes y en H;O, [CdL]*, e
involucra al ligante desprotonado. En contraste, en el caso de los complejos
de Zn(II) hay mas especies reactivas. La especie reactiva equivalente con
zinc, [ZnL]*, no se forma en agua, pero si en medios con mayor porcentaje
de acetonitrilo, y su reactividad es alrededor de 10 veces menor que la
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especie de cadmio. La principal especie reactiva, que ademas aparece en
todos los medios de reaccidon, es [ZnL(OH)]. La reactividad de la especie
[ZnL(OH):]" fue claramente determinada en agua, sin embargo, Unicamente
se observd en 50% de MeCN. La reactividad intrinseca de ambas especies
hidroxo es menor al aumentar el porcentaje de disolvente, pero todavia es
mayor que la reactividad del aniéon oximato libre. Esto puede explicarse
considerando que el efecto del catién metadlico es cada vez menor en la
solvatacién del complejo como una entidad, y por lo tanto su contribucion
para desaparecer el efecto del desbalance solvatacional es menor,
promoviendo que el nucledfilo coordinado oxima exhiba una reactividad
proporcional a su basicidad en agua.

En todos los casos, la reactividad esterolitica del complejo del ligante
HOxAPy con Cd(II) es mayor que con las formadas con Zn(II), esto se debe
en parte a que el complejo con Cd(II) es una especie catidnica, por lo tanto,
se encuentra menos solvatada en el medio, lo que hace mas facil el ataque
nucleofilico tanto en diferentes porcentajes de MeCN y en su ausencia. Sin
embargo, en estos medios se puede comparar la reactividad de las especies
catidnicas con ambos metales, y se observa que la reactividad intrinseca de
la especie es menor en presencia de zinc. De hecho, la reactividad del
complejo de cadmio disminuye un 30% al pasar del 30 al 50% de MeCN,
mientras que la reactividad del complejo de zinc disminuye el 50%, lo cual
nuevamente refleja que el zinc se comporta como un acido de Lewis mas
fuerte en estos medios.

Tabla 7.2. Constantes de rapidez intrinsecas de segundo orden del ligante
HOXxAPy y de sus complejos metalicos hacia el 4-NFA.

Especies kox 0 km, M1 s1
% v/v MeCN-H>0
H20* 30% 50%

L™ 60+2.00 53.54+2.10 36.67+0.83
Cd(II) | zn(I) | cCd(II) Zn(II) Cd(II) Zn(II)
ML* 10 900 -— 4500+370 410£70 3100+110 190+£20
ML(OH) 8910 2460+90 340437
ML(OH),™ --- 79433 --- --- --- 400+20

*Datos publicados en la referencia [Lugo-Gonzalez, et al., 2017].
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En la grafica tipo Brgnsted, log knu: en funcidn del pKa del nucledfilo, (Fig.
7.1) se muestra que, cuando las oximas son poco basicas, la reactividad es
proporcional a su basicidad, hasta pKs aproximadamente 8. Sin embargo,
existe una nivelaciéon en la reactividad que presentan varias oximas con
valores de pKs mayores a 8. Los datos obtenidos en este trabajo para ligante
HOXxAPy, reflejan que estas especies siguen en esta zona de nivelacion en 30
y 50% v/v MeCN-H0.
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Fig. 7.1. Grafica de Brgnsted (=) diferentes oximas, (e) complejos de Cd(II), (o) complejos de Zn(II)
en H;0, (¢) oximato libre

En la grafica de Brgnsted se aprecia la reactividad de todas las especies
estudiadas en este trabajo hacia el 4-NFA en dos porcentajes diferentes de
acetonitrilo, donde se observa que los complejos metdlicos con Cd(II) o
Zn(II), incrementan la reactividad del ligante HOxAPy, lo que genera un
incremento en la rapidez de reaccion en la hidrélisis del 4-NFA.

Por otra parte, el anidon oximato coordinado a cationes metalicos aumenta su
reactividad esterolitica sobrepasando la reactividad maxima que presentan
los a-nucledfilos (la nivelacién en la reactividad de los aniones oximato
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alrededor de 50 M-1s-1) debido a que el desbalance solvatacional que causa la
nivelacion en la reactividad de los aniones oximato, desaparece en presencia
de los cationes metalicos.

En general, la reactividad de los complejos metal-oximato en 30 y 50% de
MeCN siguen la tendencia esperada al quitarse el efecto del desbalance
solvatacional que sufren los aniones oximatos muy bdasicos en agua y que no
les permite exhibir una reactividad tan grande como la esperada por su
basicidad. La uUnica especie que sale de esta correlacion en los medios con
acetonitrilo es la especie [ZnL]*, cuya reactividad aumenta entre 30 y 300
veces con respecto a la esperada por su basicidad. Por su parte, todos los
complejos metal-oximato en agua son mucho mas reactivos de lo que se
podria esperar por su basicidad y salen de esta tendencia, es decir, debe
haber efectos adicionales a la remocion del desbalance solvatacional que
aparecen con la coordinacion de la oxima al nucledfilo.

Asi, en este trabajo se comprobd que las funciones de los cationes metalicos
al coordinarse con a-nucledfilos son varias: disminuir su basicidad, aumentar
la reactividad esterolitica del complejo comparada con la del a-nucledfilo
libre y modificar la solvatacidon del nucledfilo (complejos metal-oximato). Se
encontré ademas que el efecto de solvatacién al adicionar un disolvente
aprético miscible con agua es mas fuerte para los nucledfilos OH" vy
complejos metal-oximato que para el ligante libre. Resultaria por lo tanto
interesante medir la reactividad en medios con mayor contenido de
acetonitrilo ya que es probable que asi como la disminucién en la reactividad
de los complejos metal-oximato sigue la tendencia observada para el
nucledfilo OH-, se esperaria que su reactividad aumente mucho a porcentajes
de 70 - 90% de acetonitrilo.
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8. Conclusiones

La desprotonacion del grupo oxima del ligante HOxAPy en mezclas de
MeCN-H20 se lleva a cabo a valores de pH mayores en comparacion
con el H;O, por lo que al aumentar el volumen de acetonitrilo
disminuye la constante de disociacion acida (Kz) del grupo oxima.

El ligante HOXAPy presenta reactividad hacia el éster carboxilico 4-NFA
en mezclas de MeCN-H;O, por lo tanto, se comporta como un a-
nucleofilo.

Los complejos metalicos formados del ligante HOXAPy con Cd(II) en 30
y 50% MeCN-H20 son [CdHL]?* y [CdL]*, estos también se forman en
medio acuoso, aunque con mayor estabilidad en las mezclas de MeCN-
H>O0.

Los complejos del ligante HOxAPy con el cation metalico Zn(II)
formados en ambos porcentajes de acetonitrilo son diferentes, en 30%
se forman las especies [Zn(HL)]%*, [ZnL]* y [Zn(L)(OH)], mientras en
el 50% se encuentran las especies mencionadas junto con
[Zn(L)(OH)2]" v [Zn(L)2]%*. Las especies similares en ambos medios
son mas estables conforme aumenta la cantidad de acetonitrilo.

La basicidad del ligante HOxAPy disminuye drasticamente al
coordinarse con los cationes metalicos Cd(II) y Zn(II) en las mezclas
MeCN-H20 al igual que en H;0. Esto demuestra que una funcién del
cation metalico es disminuir la basicidad de la oxima sin importar el
medio de reaccidn.

El complejo [CdL]* incrementa la rapidez de reaccion comparada con el
anion oximato libre en la ruptura del 4-NFA en las mezclas MeCN-H,O0.
Los complejos con Zn(II) en 30% MeCN son [ZnL]* y [Zn(L)(OH)]; en
50% ademas se encontrdé el [Zn(L)(OH):], los cuales mejoran de
manera significativa la reactividad esterolitica comparada al anion
oximato.

El ciclo catalitico de hidrdlisis del 4-NFA con los complejos de Zn(II) en
mezclas 30 y 50% MeCN-H>0 se lleva a cabo a valores menores de pH
fisiologico.

El aumento en la reactividad esterolitica de los complejos metalicos de
Cd(II) o Zn(II) comparada al aniéon oximato libre en las mezclas MeCN-
H>0, remueve el fendmeno del desbalance solvatacional presente en
los a-nucledfilos (oximas).
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Apéndices

Determinacion de la constante de rapidez observada kobs, por el
método integral

La ecuacion cinética (1) para la reaccidon de hidrodlisis del éster 4-NFA es la
siguiente:

d[4 — NF™]

It = k[4 — NFA][Nuc]

(1)

La ecuacion (1) es considerada de orden uno para cada especie, donde [Nuc]
es la concentracidon del nucledfilo libre o coordinado a cationes metalicos. En
presencia de metales la concentracién del nucledfilo no cambia con el
tiempo, por lo que funciona cataliticamente y se tiene una condicion de
pseudo primer orden, por esta razéon la rapidez de la formacion del 4-
nitrofenol es igual:

d[4—NF~] _ T4 NEAT = d[4 — NFA]
dt - obs[ ] - dt
(2)
Se integra la ecuacién diferencial para t=0 se obtiene:
d[4 — NF]
e
(3)
[4 — NFA] = [4 — NFA] e ¥obst
(4)
Se realiza el balance de masas del 4-NFA:
[4 — NFA] = [4 — NFA], — [4 — NF]
(5)

Por lo que para obtener una dependencia en funcion de la concentracion del
4-NFA inicial se sustituye la concentracion del 4-NFA en la ecuacién (4) y se
despeja la concentracion del 4-NF-:

[4 — NFA]p — [4— NF™]o = [4 — NFAJoe obst
(6)
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[4— NF~] = [4— NFA], — [4 — NFA],ekobst
(7)
[4 - NF_] = [4‘ —_ NFA]O(l —_ e_kobst)
(8)

Se considera la Ley de Lambert-Beer que relaciona el producto del
coeficiente de absorcidon molar, la concentracion y la longitud de paso dptico
en el medio con la absorbancia:

A=¢lC
(9)

Tomando en cuenta que se utilizd una celda con paso oOptico de 1 cm de
longitud, y que la absorbancia del 4-NF- se monitored a una longitud de onda
de 400 nm, la absorbancia de la especie en funcidon de la concentracion
queda de la siguiente manera:

A*0 = AP0 p-[4 — NF™]
(10)

Luego se despeja la concentracidon del 4-NF- de la ecuacion (10), se sustituye
en la ecuacién (8), se despeja la absorbancia a 400 nm y se obtiene la
siguiente ecuacion:

A0 = 2309 - [4 — NFA]o(1 — e Fonst)
(11)

Al tiempo infinito, hay una conversién completa del 4-NFA inicial, por lo que
queda:

A400 — A400(1 _ e_kobstoo)
(12)

Sin embargo, la lectura se realiza a un tiempo (to), por lo que habrd una
concentracion inicial del producto debido al tiempo de transformacién no
monitoreado (Ao), por lo tanto, la ecuacion final queda de la siguiente
manera:

A0 = A + (A — Ag) (1 — e Fovsti)
(13)

Donde el tiempo instrumental (ti) es: ti=t-to
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Determinacion de la constante de disociacion acida de los nucleoéfilos

Se calcula el valor de la constante de disociacion acida de los nucledfilos,
considerando el siguiente equilibrio:

HNuXeNu~= + H*

En la cual, la constante de disociacién acida se expresa de la siguiente
forma:

_ [NuT][HY]
@ [HNu]
(14)
Se realiza el balance de masa:
[HNu]y = [HNu] + [Nu™]
(15)

De acuerdo a la Ley de Lambert-Beer, la absorbancia de la disolucion, para
una celda de 1 cm de paso Optico esta dada por:
Abs = & ([HNu]y — [Nu™]) + &[Nu™]
(16)

Despejando del balance de masa el nucledfilo protonado, [HNu], se sustituye
en la ecuacién (16) y se obtiene:

Abs = &1 ([HNu]g — [Nu™]) + &;[Nu™]
(17)
Se despeja de la ecuacion (14) la concentracion del nucledfilo desprotonado,

[Nu-], se sustituye en la ecuacion (17) y se asocian términos para obtener la

siguiente ecuacion:
[H¥][Nu~]
Abs = g[HNu]y + (g5, — &) X
(18)

Se sustituye en el balance de masa la especie [Nu~] de la ecuaciéon (14) y
gueda la siguiente expresion:
[H¥][Nu~]

[HNu], = — + [Nu™] = [Nu™] <[i+] + 1)

[HNU]()

[Nu~] =

(19)
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Por ultimo, se sustituye la ecuaciéon (19) en la (18) generando la siguiente
ecuacion:

Abs = g;[HNu], + (e, — &) <[Z+]> [I_Elf]u]o
()

& [[HNu]O (M + 1) + (g, — &) (M)]

Abs = - (1) -
[H']
L, el z [Hz\iu]o (%)
(Ka * )

(20)
A la ecuacién (20) se le aplica logaritmo, se sustituye el producto del
coeficiente de absortividad y la concentracidén por la absorbancia, obteniendo
la siguiente ecuacion:
(knuc + ko)lopKa—pH
1 4 10PKa—PH

Abs =
(21)
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