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Resumen

Se realizé un estudio comparativo entre la reactividad de complejos del ligante
2-piridinamidoxima (PyAmOXx) con los cationes metélicos divalentes Zn(ll) y Cd(ll),
como catalizadores de la hidrdlisis del éster carboxilico modelo 4-nitrofenil acetato
(NPA) en ausencia y presencia de medios supramoleculares de reaccidon como
dendrimeros tipo poliamidoamina con grupos terminales amina (PAMAM-NH2) de
diferentes  generaciones y el tensoactivo cationico bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB). Se determinaron las condiciones de reaccién
Optimas para los estudios cinéticos, se encontré que la reactividad de estos
complejos metal-amidoximato se ve modificada por la presencia de los dendrimeros
y el tensoactivo y que factores como el catibn metalico empleado, el pH, la
concentracion de las especies reactivas, el tipo de dendrimero y la generacion de
éste son responsables del efecto catalitico observado. Se observé un incremento
de hasta 2 érdenes de magnitud en la velocidad de reaccién cuando se utilizan
dendrimeros de generacion 4 en presencia de complejos tanto de Zn(ll) como de
Cd(n.

Por otro lado, se realizé la sintesis y caracterizacion del ligante PyAmOx-NF,
analogo a PyAmOX, pero en su estructura se incorporé un grupo donador adicional
para incrementar la estabilidad de los complejos metéalicos, se obtuvieron sus
constantes de disociacion acida y se estudio su reactividad hacia NPA obteniéndose
una constante de segundo orden keyamox= 61.2 M1st y un pKa para la amidoxima
de 12.40.

Se estudi6 el efecto de metales como Zn(ll) y Cd(ll) sobre la reactividad del ligante
PyYyAmOXx-NF hacia NPA y se compar6 la reactividad observada con la de los
complejos del ligante PyAmOx, obteniéndose que los complejos del ligante
PyAmOx-NF presentan menor reactividad debido a posibles reacciones entre los

mismos complejos formados en disolucién acuosa.



1. Introduccion

En las Ultimas décadas, el disefio y la sintesis de catalizadores capaces de hidrolizar
ésteres carboxilicos y fosfato de interés ambiental y/o biolégico ha recibido una
considerable atencién, ya que se busca que estos catalizadores sean selectivos,
eficientes y sobre todo que funcionen en agua y a temperatura ambiente [1].

En la naturaleza los mejores catalizadores que tenemos son las enzimas, que en
general incrementan la velocidad de las reacciones en las que participan entre 108
y 10° veces respecto a la misma reaccién no catalizada [2]. Basandonos en el
funcionamiento de metaloenzimas hidroliticas, hemos desarrollado catalizadores
con complejos metalicos con actividad catalitica que mimetizan estas enzimas,
demostrando ser una buena alternativa por tener reactividad en agua a 25°C,
formarse in situ, por ser de bajo costo, por ser mas sencillos estructuralmente y mas

estables en disolucion acuosa [3].

El funcionamiento de los catalizadores que hemos disefiado se basa en la inclusiéon
de grupos nucleofilicos (en las enzimas estos grupos nucleofilicos son serina, agua
o cisteina) en ligantes mono, bi y tridentados, y su activacion mediante su
coordinaciéon con cationes metélicos de transicion [4]. Con algunos de estos
complejos metal-nucledfilo, en los que los nucledfilos son grupos oxima y amidoxima
incorporados en el ligante, se probaron varios cationes metalicos divalentes (Mn,
Co, Ni, Cu, Zn, Cd) y hemos demostrado que los complejos de mayor reactividad
son los de zinc y cadmio llegando a tener una reactividad similar o mayor a la de

enzimas naturales hacia el mismo sustrato modelo [5- 8].

Las oximas y amidoximas son nucledfilos que presentan una reactividad mayor a la
que se esperaria por su basicidad, por lo que se consideran a nucledfilos [9].
Cuando estos grupos se coordinan con cationes metalicos, su pKa disminuye
notablemente, permitiendo que a valores menores de pH tengamos una mayor
fraccidon de la especie desprotonada que actia como nucledfilo y en consecuencia

se observa un incremento en la reactividad. Por varios afios se penso que este era



el unico efecto de los cationes metélicos en estos sistemas, sin embargo, como
demostramos recientemente, no es el Unico papel que juega el cation metalico y de
hecho es mas interesante [7,10]. El hecho de que se coordine al ligante genera un
cambio en la solvatacion global del nucledfilo, contribuyendo a remover el efecto de
nivelacion (leveling off) en la reactividad nucleofilica de nucledfilos oximatos basicos
en coordenadas de Brgnsted (ver Antecedentes) y ademas proporciona asistencia
electrofilica estabilizando la carga negativa que se desarrolla en el estado de
transicion después del ataque nucleofilico. La suma de estos factores permite
alcanzar con nuestros sistemas una reactividad sin precedentes en agua, a

temperatura ambiente y a valores de pH cercanos a la neutralidad [10].

Ademas de la activacion de los nucledfilos, otro aspecto importante de las enzimas
es que, por su estructura, permiten un acercamiento entre el sustrato y los
nucledfilos mediante interacciones supramoleculares, por lo que, para incrementar
el efecto catalitico, se ha intentado imitar este aspecto empleando tensoactivos [11],
dendrimeros [12] o polimeros [13], que han demostrado modificar la velocidad de

las reacciones hacia diferentes sustratos.

En un estudio anterior, se comprobd que complejos metal-amidoximato del ligante
2-piridinamidoxima funcionan como catalizadores para la hidrolisis de ésteres
carboxilicos (4-nitrofenil acetato, NPA,) y ésteres fosfato paraoxén y paration,
mostrando un incremento de al menos un orden de magnitud en su reactividad en
presencia de metales como Cd(Il) y Zn(ll), respecto a la hidrélisis alcalina; mientras
gue la presencia de cationes metalicos como Co(ll), Cu(ll), Mn(ll) y Ni(ll) no modificé

significativamente la reactividad hacia los mismos sustratos [14].

Aunqgue se tienen efectos cataliticos relevantes con zinc y cadmio, algunos aspectos
a mejorar en este sistema fueron que los complejos son poco estables debido a que
los ligantes empleados son bidentados, ademas una vez realizado el atague
nucleofilico la amidoxima se acetila y seria necesario que un nucledfilo adicional
regenere el nucledfilo del complejo para cerrar el ciclo catalitico, particularmente en

la hidrélisis catalitica de ésteres fosfato.



Un inconveniente para aplicaciones practicas de estos sistemas es que la
solubilidad en agua de los sustratos de interés ambiental, como los pesticidas
organofosforados, es muy baja [15], por lo que seria de interés estudiar estos
sistemas en algun medio supramolecular para ver como se modifica la velocidad de
las reacciones, ya que se sabe que las oximas y amidoximas interactian de forma
no covalente con medios supramoleculares de reaccion (ya sea mediante puentes
de hidrégeno, interacciones hidrofobicas y/o electrostaticas) [16][17], y éstos
podrian modificar, ademas de la solubilidad, la forma en que se activan los sustratos
y/o la selectividad hacia éstos.

Por lo tanto, en este trabajo se estudi6 el efecto dos medios supramoleculares de
reaccion, el tensoactivo cationico CTAB y dendrimeros de tipo poliamidoamina
(PAMAM) al interactuar de forma no covalente con complejos metal-amidoximato
del ligante 2-piridinamidoxima tanto con Zn(ll) como con Cd(ll), ya que presentan
mayores efectos cataliticos que otros cationes metélicos en ausencia del medio
supramolecular, en la hidrolisis del éster carboxilico modelo NPA y los ésteres
fosfato de interés ambiental paraoxén y paration. Ademas, se trabajé en la
modificacién covalente de un dendrimero para incorporar en su estructura una
piridinoxima con grupos oxima y/o amidoxima y comparar su reactividad. Finalmente
se modifico el ligante 2-piridinamidoxima adicionando un grupo coordinante
adicional con lo que se buscé mayor estabilidad de los complejos en disolucion e

incorporar un segundo nucledfilo (oxima) en la estructura de este ligante.

2. Antecedentes

El efecto a originalmente se definié como el incremento en la nucleofilia cuando el
atomo adyacente al sitio nucleofilico tiene un par de electrones libres [9], sin
embargo, se ha estudiado que en realidad involucra diferentes factores que
dependen de las interacciones entre el sustrato y el nucledfilo asi como el medio de
reaccion: la desestabilizacion del estado basal del nucledfilo, la estabilizacion del
estado de transicion, la estabilizacion de los productos y la solvatacion de los

nucledfilos y del estado de transicion [18].



Otra definicion propuesta del efecto a es que es cualquier nucledfilo que presente
una desviacion positiva (respecto a una linea recta) en un gréafico de Brgnsted [19],
en el que se compara la reactividad de un nucledfilo en funcion de su pKa (logaritmos
de las constantes de segundo orden para la hidrdlisis de un sustrato determinado
en funcion del pKa del nucledfilo). De acuerdo con esta definicion, es necesario
establecer un nucledfilo de referencia o “nucledfilo normal” que tenga la misma
basicidad pero que tenga un comportamiento lineal en el mismo intervalo de

basicidad en un grafico de Brgnsted.

Los nucledfilos que presentan el efecto a son llamados a-nucledfilos y entre ellos se
encuentran la hidroxilamina, hidrazina, acidos hidroxamicos, aniones de peroxidos
y peréxido de hidrégeno, aniones oximato y amidoximato, las estructuras

correspondientes a estos nucledfilos se muestran en la figura 2.1. [9][18].
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Figura 2.1. Ejemplos de a-nucledfilos.

La reactividad de estos a-nucleofilos en general es directamente proporcional a su
basicidad en coordenadas logaritmicas, sin embargo, en el caso de oximas,
amidoximas o acidos hidroxamicos, a partir de cierto valor de pKa, aunque éste
aumente, la reactividad ya no crece proporcionalmente como se esperaria, sino que
alcanza un valor maximo y se mantiene constante, a ese comportamiento se le

conoce como efecto de nivelacion de la reactividad [10].

En la tabla 2.1 se muestran los valores de pKa y las respectivas constantes de
velocidad de segundo orden para el nucledfilo, knu (Ms?) en el caso de algunas
oximas y amidoximas, en la hidrolisis del éster carboxilico 4-nitrofenilacetato (NPA)

empleado como sustrato. Estas constantes de velocidad se encuentran entre 2y 70



M-1s1 para valores de pKa entre 6.5 y 12.4 siendo generalmente mayores que la

constante de hidrolisis alcalina, kon 14.5 M1s1, hacia el mismo sustrato.

Tabla 2.1. Estructura, pKa y constante de segundo orden hacia la hidrélisis de NPA
por diferentes oximas a 25°C en agua.

kNu kNu
No. Oxima pKa No. Oxima pKa
(M—ls—l) (M-ls-l)
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Continuaciéon Tabla 2.1.

kNu kNU
No. Oxima pKa No. Oxima pKa
(M—ls—l) (M-ls-l)

N VAR
N
15 @/\ 11.3  47.86010 17 { ) 12.13  37.8[28
- r F oA
OH
J\’/ NH/\\i
e C
H
16 (E/\ N‘\ 120 645610 18 N N\/ 11.85 38.27127
OH
NH,

En la figura 2.2 se muestra un grafico de Brgnsted en el que se grafica el logaritmo
de la constante de segundo orden para la hidrélisis de NPA en funcion del pKa de
las oximas de la tabla 2.1, la linea continua representa la zona en la que la
reactividad es proporcional al pKa, mientras que la linea punteada representa la
reactividad limite para los oximatos mas basicos, es decir, la nivelacién de la

reactividad.
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Figura 2.2. Gréfico de Brgnsted para las oximas de la tabla 2.1.



Asi, al estudiar diferentes oximas y amidoximas la reactividad de los aniones
oximato con valores de pKa mayores que 8, alcanza un valor maximo cuando se
utiliza como sustrato NPA. Las constantes de velocidad tienen valores alrededor de
50 M1s1y no llegan a superar 150 M-1s1, incluso con los oximatos mas basicos [6-
8]. Si la reactividad fuera directamente proporcional a la basicidad, una oxima de
pKa 10 ya deberia tener una constante al menos un orden de magnitud mayor; es
decir, las oximas mas basicas no pueden mostrar en agua la gran reactividad que
se esperaria por su basicidad. Este efecto de nivelacion observado en agua, se ha
atribuido a un desbalance en la solvatacién del nucledfilo, que se produce por la
necesidad del nucledfilo entrante de desolvatarse antes de realizar el ataque
nucleofilico. Esto se vuelve més evidente para los oximatos mas basicos [28]: la
reaccion en agua no puede transcurrir mas rapidamente porque los aniones mas
basicos estdn mas fuertemente solvatados. Este efecto de desbalance en la
solvatacion se comprobd al analizar la reactividad de algunas oximas en mezclas
acuosas de disolventes organicos aproticos, encontrandose que el efecto de
nivelacion desaparece en estas mezclas cuando hay cambios en la solvatacion de

estos nucledfilos [29].

Al estudiar la reactividad de oximatos coordinados a cationes metalicos, los
primeros reportes que se realizaron fueron utilizando complejos de Cu(ll), Zn(ll) y
Ni(ll) de la 2-piridinaldoxima y 2-acetilpiridinoxima [30][31], en los cuales se

establecié que:

e Los cationes metalicos acidifican el grupo oximato.

e La disminucion del pKa de la oxima puede llegar a ser tan grande que el
oximato coordinado puede dejar de ser un buen nucledfilo.

e La hidrdlisis de NPA sigue un mecanismo catalitico.

e Lareactividad es diferente para cada cation metélico [32][33].

En estos primeros estudios de la reactividad de oximas coordinadas con cationes
metélicos, se plante6 que la causa de que el efecto a desapareciera era la

disminucion de la densidad electrénica sobre el atomo nucleofilico, debida a que el



atomo a estaba coordinado y no tenia pares electrénicos que donar. Si esto fuera
cierto cabria esperar que la maxima reactividad observada a valores de pH por
debajo del pKa del nucledfilo fuera igual o menor a la reactividad del nucledfilo libre,
es decir, que el principal efecto de los cationes metélicos fuera la acidificacion del
nucledfilo. En estudios mas recientes realizados en el grupo de trabajo se encontr6
gue el mecanismo catalitico se cumple en otros complejos metal-oximato (Figura
2.3) [7][10].

Figura. 2.3. Mecanismos cataliticos para la ruptura de NPA por complejos metal-oximato.[7]
[10]



Como puede observarse en estas figuras, el primer paso de estos mecanismos es
la desprotonacién de la oxima para generar el anion oximato, una vez generado, se
lleva a cabo el ataque nucleofilico al grupo carbonilo del éster, formando un
intermediario tetraédrico acilado que es hidrolizado posteriormente por iones OH"
del medio, liberando a la disolucion un equivalente de acetato y regenerando el
nucleofilo [22][23][31].

Es importante destacar que, a diferencia de los primeros complejos metal-oximato,
hay algunos de estos complejos que se comportan como a-nucledfilos a pesar de
estar coordinados y tienen constantes de segundo orden incluso 4-5 veces mayores
gue la del anién oximato, lo cual mostraba que la funcién del cation metalico no era
Unicamente la de acidificarlo. Mas recientemente encontramos que el catidn
metélico, ademas de acidificar el grupo oximato, disminuye la solvatacion alrededor
del nucledfilo, y la reactividad de los complejos puede ser hasta 10000 veces mayor
gue la del nucledfilo libre, lo cual permitio lograr efectos de aceleracion tan grandes
que pueden compararse a los de enzimas como albumina humana, a-quimiotripsina
y anhidrasa carbonica hacia el mismo sustrato, e incluso estos complejos pueden
hidrolizar ésteres fosfato [7,10], actuando como enzimas artificiales, esto permite su
aplicacion en hidrdlisis de sustratos de interés bioldgico o ambiental como pesticidas
o ADN.

Una vez establecida la importancia de la solvatacion en la reactividad, se puede
pensar que modificando el medio de reaccion, como se hizo con los co-disolventes
organicos, podemos lograr incrementar la velocidad de reaccion al utilizar algan
medio supramolecular de reaccion, ademas de que los sustratos ésteres fosfato de
interés ambiental son poco solubles en agua y estos medios permiten el

acercamiento entre el sustrato y el catalizador.
Estudios cinéticos en sistemas micelares

Uno de los medios clasicos y estudiado durante muchos afios fueron los sistemas
micelares, ya que son de los medios de reaccion mas favorables para la ruptura

nucleofilica de ésteres [34]. Las micelas pueden funcionar como microrreactores



acercando a los reactivos y/o generando una modificacién de las constantes tanto

de equilibrio como de velocidad para una determinada reaccion [35].

Uno de los modelos més usados para analizar datos cinéticos en micelas es el
modelo de la pseudofase micelar, en este modelo la reaccion puede ocurrir en una,
o0 en ambas pseudofases presentes en el sistema: la fase acuosa y la fase micelar
[35]. La posibilidad de que ocurra en una o en otra fase estd determinada por la
distribucion de los reactivos y productos entre las dos pseudofases. En el caso de
una reaccion bimolecular, cuando se quiere comparar la reactividad en agua y en la
pseudofase micelar, es necesario conocer las constantes de velocidad de segundo
orden en ambas pseudofases y la concentracion de cada especie en cada

pseudofase [36], como se muestra en el diagrama a continuacion:

Ks

SUStratO{fase acuosa) > SUStrato(faSE‘ micelar)
+ +
N UCIEOﬁIO(fase acuosa) N UdeOﬁIO{fase micelar)
k(fase acuosa) k(fase micelar)
Productos

Existen algunos reportes de hidrélisis de ésteres por oximas y sus complejos con
metales como zinc o niquel en presencia del tensoactivo catiénico CTAB [37][38],
por ejemplo, las oximas 5y 6 mostradas en la tabla 2.1. y las oximas 19 y 20 forman
micelas y mostraron reactividad esterolitica hacia el éster 21 (4-nitrofenilhexanoato).
Las constantes observadas de primer orden, asi como el efecto catalitico relativo a

la hidrdlisis alcalina en agua se muestran en la tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Constantes observadas de primer orden para la hidrélisis del éster 21, por las
oximas indicadas [oxima]= 0.8 -1.1 mM [Metal]=2[oxima], en presencia de [CTAB]=0.016 M.
pH 4, (buffer de acetatos 5 mM) a 25°C y efecto catalitico relativo kcras/ko respecto a la
hidrdlisis del buffer ko.

Oxima Metal k, s? kcras/ko
Zn 7.8x10% 0.44 [38]
> Ni 3.2x10° 1.1 [38]
6 Ni 1.80x10° 260 [37]
19 Ni 0.12 400,000 [37]
Zn 7.4x10° 2000 [38]
20 Ni 4.3x10° 120 [38]

Lo que podemos notar de los estudios reportados, es que el tensoactivo acelera la
velocidad de las reacciones estudiadas, llegando a observarse incrementos muy
grandes respecto a la hidrdlisis alcalina. Estos efectos son mas relevantes cuando
en la estructura de la oxima se incorpora una cadena alifatica hidrofébica como en
las oximas 19 y 20, que son las que presentan los mayores efectos cataliticos, esto
debido a que tanto el nucletfilo como el sustrato se encuentran en la superficie de
la micela, permitiéndoles estar mucho mas cerca y por lo tanto incrementar la

velocidad de la reaccion.

A pesar de que son sistemas muy reactivos, tienen varias desventajas: son sistemas
muy acidos, debido a que el metal acidifica tanto el grupo oxima que su reactividad,
si la analizamos en una gréafica de Brgnsted, ya no se encuentra en la zona de
nivelacion, si no que la reactividad es proporcional a su basicidad, ademas de que

el pH 6ptimo en el que se observan los mayores efectos cataliticos es pH 4, lo que



los hace imprécticos para aplicaciones reales donde se requiere un pH mas cercano
a la neutralidad. Otra de las grandes desventajas es que para observar estos efectos
cataliticos se emple6 un sustrato modificado con un fragmento alifatico hidrofobico
y ademas se requieren utilizar concentraciones relativamente altas de tensoactivo
(mayores que su concentracion micelar critica CMC) y estas pueden variar en un
amplio rango dependiendo del tensoactivo utilizado, ademas la formacion de

micelas depende fuertemente de la temperatura [39].

Una solucion que recientemente planteamos al problema de la acidificacion de estas
oximas en presencia de metales es usar amidoximas, que son mas basicas que las
oximas analogas, en la tabla 2.3. se muestra una comparaciéon del pKa que
corresponde a la desprotonacion del oxigeno de la oxima de algunas aldoximas y

su amidoxima anéloga.

Tabla 2.3. Valores de pKa.de aldoximas y amidoximas [14][40-42]

Aldoxima pKa Amidoxima pKa
= |N =4 |N
N
N /N\OH 10.04 N AN, 12.18
H NH,
N N
AN 11.20 Ao 12.36
H NH,
H NH,

11.82 )\ 13.21
OH OH
)\N/ X

Ademas de su basicidad, se comprobo recientemente que complejos metalicos de
Zn(ll) y Cd(ll) de 2-piridinamidoxima (PyAmOXx) presentan reactividad hacia NPA 'y
ésteres fosfato como paraoxén y paration [14]. El pKa de los complejos metal-
amidoximato y las constantes de segundo orden para la hidrélisis de los diferentes
sustratos, asi como el efecto catalitico de los complejos metal-amidoximato respecto

al amidoximato libre se muestran en la tabla 2.4y 2.5.



Tabla 2.4. Constantes de acidez (pKa) y constantes velocidad de segundo orden para la
hidrélisis de NPA, por PyAmOx y sus complejos metalicos, en agua a 25°C, y efecto
catalitico relativo kmL/KL respecto al amidoximato libre. [14]

Especie pKa k (M1s?) kmu/kL
OH- 14 14.5
PyAmOx 12.18 57
[ZnPyAmOX]* 8.40 490 8.6
[Zn(PYAMOX)2] 7.81 50 0.8
[Zn2(PyAmOX)20H]* 7.50 160 2.8
[CdPyAMOX]* 9.13 700 12
[NiPYAMOX(OH)2] 8.57 30 0.52

Tabla 2.5. Constantes de velocidad de segundo orden para la hidrélisis de paraoxén vy
paration, por PyYAmOX y sus complejos metélicos, en agua a 25°C, y efecto catalitico relativo
kmL/KL respecto al amidoximato libre. [14]

Especie Paraoxon Paration
k (M1s?) kmL/KL k (M1s) kmu/kL
OH- 8x107 2.5x10%
PyAmOx 1.71x103 3.3x10*
[ZnPyAmOX]* 0.08 47 0.014 42
[Zn(PyAmOX)2] 2.62x1073 1.5 6.59x103 20
[Zn2(PyAmOx)20H]* 0.03 8 7.56x10% 2.3
[CdPYAMOX]* 0.071 42 0.100 303

Lo que se encontro fue que los metales acidifican entre 3 y 3.5 unidades de pKa el
grupo amidoxima, pero por ser muy basica no hay problemay nos permiten observar
una reactividad considerable a pH 7. Ademas, la presencia de cationes metélicos
incrementa hasta 300 veces la velocidad de las reacciones respecto al amidoximato
libre, este incremento depende del sustrato utilizado y del metal, ya que se hallaron
mayores efectos cataliticos con cadmio y con paration a pesar de que es el sustrato
mas dificil de hidrolizar. Sin embargo, la desventaja de esta amidoxima es que forma
complejos poco estables en disolucién, por lo cual la precipitacién del hidroxido

correspondiente al cation metalico limita los estudios en funcién del pH y ademas



no se observé un mecanismo catalitico sino un régimen estequiométrico. Vale la
pena mencionar que, aunque estos sistemas no son cataliticos, la reactividad y
simplicidad de los mismos los hace mejores agentes detoxificantes, que los que
actualmente se emplean comercialmente. Por ejemplo, el agente Dekon-139 tiene
una constante de segundo orden de 0.0037 M-*s* a pH 10 y 37°C hacia paraoxén
como sustrato [43] mientras que el complejo [CdPYAmOXx] tiene una constante diez
veces mayor, 0.035 M1sta pH 8.5y 25°C.

No obstante, seria deseable incorporar en la estructura algin grupo donador
adicional para mejorar la estabilidad de los complejos y también incorporar un
nucleodfilo adicional que ayude a la desacilacion del intermediario formado con el

sustrato, como las amidoximas 22 y 23.
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Ademas, se ha estudiado muy poco el comportamiento de amidoximas y sus
complejos metalicos en la hidrélisis de ésteres carboxilicos y fosfato y, hasta donde
sabemos, no hay ningun reporte de su reactividad en medios micelares, por lo que
resultaria interesante comparar como se ve afectada la reactividad de estos
complejos en presencia de un tensoactivo cationico como CTAB, adicionalmente
seria interesante poder comparar este efecto con el de otro medio supramolecular
por ejemplo dendrimeros, ya que estos pueden considerarse en cierta forma
analogos a las micelas, pero poseen ciertas caracteristicas particulares que han
permitido su estudio y aplicacién en distintos campos, desde catalisis [44][45], hasta
encapsulacién y entrega de farmacos [46-49] ofreciendo algunas ventajas sobre los

tensoactivos.



Dendrimeros PAMAM

Una de las principales caracteristicas de los dendrimeros es que, a diferencia de las
micelas que se crean en condiciones de equilibrio, poseen una estructura molecular
bien definida, poseen ramificaciones y cavidades internas simétricas, lo que permite
la inclusion de moléculas huéspedes, por lo que pueden servir como un sistema
receptor que interacciona simultaneamente con mdultiples moléculas [50], ademas
pueden ser empleados a bajas concentraciones mientras que los tensoactivos

requieren concentraciones por encima de su concentracion micelar critica.

La sintesis de los dendrimeros tipo PAMAM fue reportada por primera vez por
Tomalia y colaboradores [51], se describe un proceso de dos pasos, el primero es
una adicion de Michael exhaustiva sobre un ndcleo inicial de amoniaco o
etilendiamina con acrilato de metilo, seguido de una amidacion exhaustiva de los

ésteres resultantes con grandes excesos de etiléndiamina como se muestra en la

Figura 2.4
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Figura 2.4. Esquema de sintesis de dendrimeros PAMAM con nucleo de etilendiamina y
con terminales amino.

A partir de este primer reporte, se ha realizado la sintesis de dendrimeros de
diferentes nucleos y de diferentes terminales [52-54], ademas se pueden modificar
los grupos terminales para tener una superficie que cumpla con una funcion en

especifico, por ejemplo, tener una superficie mas o menos hidrofébica modificando



la solubilidad [55] o incluso agregar un grupo que pueda servir como catalizador
para alguna reaccion [56]. Sin embargo, debe mencionarse que la sintesis de
dendrimeros PAMAM de alta generacién y sin defectos a gran escala sigue siendo
un desafio, ya que las técnicas de purificacion tales como precipitacion, didlisis o
HPLC, muchas veces no permiten separar los dendrimeros defectuosos de los
dendrimeros intactos debido a sus composiciones quimicas y propiedades
fisicoquimicas similares, por la tanto la sintesis de dendrimeros PAMAM sin
defectos a gran escala no es en absoluto trivial y constituye un desafio técnico muy
exigente [57].

En el area de catélisis, la inmovilizacion de los grupos cataliticos sobre una
estructura dendrimérica, ya sea en su parte interna o en la periferia, modifica la
velocidad de una reaccion, la activacion de los sustratos o la selectividad hacia éstos
[58]. Esto los convierte en sistemas bastante Utiles, ya que estos efectos positivos
de los dendrimeros pueden tener su origen en el aislamiento del sitio de reaccién,
en la estabilizacion del estado de transicion o bien en efectos dieléctricos [59].

En particular se ha estudiado la hidrolisis de NPA en presencia de dendrimeros
poliamidoamina (PAMAM) con grupos amino terminales, y lo que se encontr6 fue
gue las aminas terminales son capaces de hidrolizar este éster (reaccion de
amindlisis), y las constantes de velocidad observadas son mayores que las que se
obtienen al usar los mismos equivalentes de la amina N-acetil etiléndiamina, que
seria su analogo no dendrimérico; este efecto fue atribuido a una estabilizacién del

estado de transicién [60] como se muestra en la figura 2.4.

Figura 2.4. Estado de transicion propuesto por Twyman y colaboradores [59] en la hidrélisis
de NPA por un dendrimero PAMAM de generacion 2 a pH 8.5.



La amindlisis es mas relevante cuando los grupos amino terminales se encuentran
desprotonados y por lo tanto pueden actuar como nucledfilos. Por otro lado, como
estos dendrimeros son policationes en disolucion acuosa neutra, un cambio en el
pH o en el medio puede modificar sus propiedades y estructura debido al estado de
la protonacion de los grupos amino tanto internos como terminales [50][61].

Anteriormente, en el grupo de trabajo se realiz6 la modificacion covalente de un
dendrimero PAMAM GO con 2,3-butanodiona monoxima (BDM), logrando tener en
las terminales del dendrimero un grupo oxima y éste presentaba una reactividad
considerable hacia NPA, sus complejos con cationes metalicos como Zn(ll), Cd(ll)
y Cu(ll) son muy estables, y ademas presentan una reactividad mayor a la del ligante
libre, habiendo una notable diferencia entre la reactividad de BDM y este
dendrimero modificado [27], por lo que se espera que sea posible modificar las
terminales con diferentes cetonas para incorporar a las terminales del dendrimero
piridinoximas y poder comparar la reactividad de estos sistemas.

Por lo tanto, es interesante estudiar el efecto de dendrimeros de este tipo sobre la
reactividad de complejos metal-amidoximato cuando interaccionan de forma no
covalente y comparar este efecto con el de un tensoactivo catiénico, Finalmente,
seria muy interesante realizar ademas una modificaciébn covalente que permita
incluir en las terminales del dendrimero la estructura de este ligante para poder
realizar comparaciones de la reactividad de estos sistemas.

3. Hipotesis

Los complejos de zinc y cadmio del ligante PyAmOx, presentaran una mayor
reactividad esterolitica en presencia del tensoactivo cationico CTAB y dendrimeros
de tipo PAMAM-NH2, ya que se mejorara la interaccion con los sustratos.

Al agregar una amina como grupo donador adicional a la estructura del ligante, los
complejos metéalicos que se formen seran mas estables, y la presencia de un
nucledfilo adicional ayudara a la regeneracion del catalizador, modificando de esta

forma la reactividad tanto del ligante como de sus complejos metélicos.



4. Objetivos
4.1 Objetivo principal

Evaluar el efecto de dendrimeros PAMAM-NH: y el tensoactivo cationico CTAB en
la hidrolisis de ésteres carboxilicos y fosfatos como sustratos, catalizada en
presencia de complejos metal-oximato de ligantes tipo PyAmOX, al interactuar con
éstos de forma no covalente, determinando parametros cinéticos y termodindmicos

de los que depende su reactividad esterolitica.

4.2 Objetivos particulares

e Establecer las condiciones éptimas de pH y concentracion de nucledfilo libre
o coordinado, de tensoactivo y de dendrimero para llevar a cabo la hidrélisis
de los sustratos de interés.

e Evaluar la reactividad esterolitica del ligante PyAmOx hacia los diferentes
sustratos en presencia de CTAB y dendrimeros de diferentes generaciones.

e Evaluar la reactividad esterolitica de los complejos de PyAmOx con cadmio
y zinc hacia los diferentes sustratos en presencia de CTAB y dendrimeros.

e Realizar un andlisis de la reactividad en funcién de las especies presentes
en disolucion.

e Comparar el efecto catalitico de los medios supramoleculares hacia los
diferentes sustratos

e Realizar la sintesis del ligante PyAmOx-NH: (Estructura 22) y caracterizarlo
por técnicas espectroscépicas convencionales (andlisis elemental,
resonancia magnética nuclear, espectroscopia infrarrojo y UV-vis).

e Determinar los valores de pKa del ligante PyAmOx-NH2 mediante titulaciones
potenciométricas y espectrofotométricas.

e Evaluar la reactividad esterolitica del ligante PyAmOXx-NH: en funcion del pH
hacia NPA.

e Estudiar la reactividad esterolitica del ligante PyAmOXx-NHz en presencia de

cationes metalicos a pH fijo y a pH variable hacia NPA.



e Determinar, para los cationes metalicos con mayor actividad, la constante de
formacibn de los complejos metal-ligante mediante titulaciones
potenciométricas y espectrofotométricas.

e Realizar la modificacion covalente de un dendrimero PAMAM para incorporar

en su estructura una amidoxima y comparar su reactividad.



5. Metodologia

5.1. Reactivos

Se utiliz6 en todos los experimentos agua destilada y desionizada obtenida

mediante el equipo Nanopure Barnstead con una resistividad de 18.2 + 0.1 MQ-cm

En la tabla 5.1.1. se enlistan los reactivos utilizados, asi como su estructura y sus

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

Reactivos
Acido clorhidrico
HCI J. T. Baker
Masa molar: 36.46 g/mol
Hidréxido de sodio
NaOH J. T. Meyer
Masa molar: 40.00 g/mol
Cloruro de sodio
NaCl J. T. Baker
Masa molar: 58.44

o) OH
o)
Biftalato de potasio
o K+ Sigma Aldrich 99.5%
Masa molar: 204.22 g/mol
Hidroxilamina (Clorhidrato)
NH.OH-HCI Aldrich

Masa molar: 69.49 g/mol
Hidroxilamina (50% peso en agua)
Sigma Aldrich
NH>OH Masa molar: 33.03 g/mol
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Carbonato de sodio monohidratado
Sigma Aldrich > 99.5%
Masa molar: 124 g/mol

Yoduro de cobre (I)
Sigma Aldrich 99%

Masa molar: 190.45 g/mol

Cianuro de sodio

Sigma Aldrich 99%

Masa molar: 190.45 g/mol

Zinc (polvo)
Sigma Aldrich <150 ym, 99.995%
Masa molar: 65.39 g/mol

Acetato de sodio

Sigma Aldrich >99%
Masa molar: 82.03 g/mol

Luperox® A75, Perdxido de benzoilo
Sigma Aldrich 75%
Masa molar: 242.23 g/mol

N-Bromosuccinimida
Sigma Aldrich 99%
Masa molar: 177.98 g/mol

2-Cianopiridina
Sigma Aldrich 99%
Masa molar: 104.11 g/mol



2-acetil-6-bromopiridina

NN Sigma Aldrich 97%
N B
' Masa molar: 200.03 g/mol
o)
‘ 6-Bromo-2-piridincarboxaldehido
NN Sigma Aldrich 97%
‘ N Br Masa molar: 200.03 g/mol
O
/
‘ 2 6-diacetilpiridina
NN Sigma Aldrich 99%
N Masa molar: 163.17 g/mol
o (0]
/ ‘ 2-Ciano-6-metilpiridina
Sigma Aldrich 97%
g \N Masa molar: 118.14 g/mol
N Z
Ligantes
/ N
& ‘ N 2-Piridinamidoxima
= \OH Se prepard a partir de 2-cianopiridina e
hidroxilamina (seccién 5.8)
NH,
PyAmOx
[
H,N
’ N/ 6-Formamidometil-2-piridinamidoxima
N‘ " o Sintetizado en este trabajo (seccion 5.8)
Som NS

PyAmOx-NF



n—=2~0

D3C/ \CD3

DMSO-ds

CHsCN

/\OH

CHs-CH2-OH

—OH
CHs-OH

0)

™~

\/N
DMF
0]
)J\OH
CH3;COOH

CI/\CI

CHCI>

cl
Cl )\m

CHCIs

PN

Disolventes

Dimetilsulféxido-de
Sigma Aldrich 99.9%
Masa molar: 84.17 g/mol

Acetonitrilo
J.T.Baker (R.A.)
Masa molar 41.05 g/mol
Etanol
J.T.Baker 96%
Masa molar 46.07 g/mol
Metanol
J.T.Baker 96%
Masa molar 32.04 g/nol
Dimetilformamida
Sigma Aldrich 99.9%
Masa molar: 73.09 g/mol

Acido acético glacial
J.T.Baker

Diclorometano
ALVI (Q.P))

Cloroformo
J.T.Baker (R.A.)

Acetato de etilo
MALLINCK (Q.P.)
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n-Hexano
ALVI (Q.P)

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)
Sigma Aldrich = 98%
Masa molar: 364.45

Dendrimero PAMAM
Nucleo de etilendiamina, Generacion 0.0
Disolucién, 20% peso en metanol
Sigma Aldrich
Masa molar: 516.68 g/mol

Dendrimero PAMAM
Nucleo de etilendiamina, Generacion 1.0
Disolucién, 20% peso en metanol
Sigma Aldrich
Masa molar: 1429.85 g/mol

Dendrimero PAMAM
Nucleo de etilendiamina, Generacion 4.0
Disolucién, 10% peso en metanol
Sigma Aldrich
Masa molar: 14214.17g/mol

26



Sustratos

@) 0]
4-Nitrofenil acetato
Sigma Aldrich > 99.0%
Masa molar: 181.15 g/mol
NO,

\ Paraoxon
\ / Sigma Aldrich grado analitico
o \

Masa molar: 275.20 g/mol

Paraoxoén

O,N K
S Paration
\\p/o Sigma Aldrich
N/

Masa molar: 291.26 g/mol

Paration
Sales de los cationes metélicos
Nitrato de cadmio (Il) tetrahidratado

Cd(NOs3)2"4H.0 Sigma Aldrich

Masa molar: 419.39 g/mol

Nitrato de zinc (ll) hexahidratado

Zn(NO3)2-6H.0 Sigma Aldrich

Masa molar: 419.39 g/mol

Amortiguadores

Q oH Acido 3-(ciclohexilamino)1-propanosulfénico
H \\ e
N\/\/s\\ Sigma Aldrich > 98%
O/ 0 Masa molecular: 221.32 g/mol
pKa (25°C): 10.4

CAPS Intervalo de pH: 9.7-11.1



H //0 Acido 2-(Ciclohexilamino)etanosulfonico
\/\s Sigma Aldrich > 99%
// \OH Masa molecular: 207.29 g/mol
pKa (25°C): 9.3
CHES Intervalo de pH: 8.6-10.0
Acido 4-(2-hidroxietil)-
”O\/\N/\ . 1piperazinpropanosulfénico

k/N \\8/8 Sigma Aldrich > 99.5%
~o \

o Masa molecular 252.33 g/mol
EPPS pKa (25°C): 8.0
Intervalo de pH: 7.3-8.7

O\ / Acido 3-(N-morfino) propanosulfénico
X0 Sigma Aldrich >99.5%

/ \ Masa molar: 209.26 g/mol
\ / pKa (25°C): 7.2

Intervalo de pH: 6.5-7.9
MOPS

5.2 Equipo

Las mediciones de volumen se realizaron con micropipetas Eppendorf Research de
volumenes variables. Las mediciones de pH se efectuaron con un electrodo de vidrio
Orion 8103BN y un potenciometro Orion modelo 710A con una precision de + 0.005
unidades de pH. El potenciémetro se calibr6 con amortiguadores estandar de
referencia a 25°C, pH 4.00, 7.00 y 10.00 (Aldrich, con una precision de +0.01). Los
estudios cinéticos y las titulaciones espectrofotométricas se realizaron en celdas de
plastico Eppendorf® UVette® con capacidad de 0.5 a 1.0 mL y ventana espectral de
220 a 1600 nm en un espectrofotdmetro UV-vis Hewlett Packard 8453 con arreglo
de diodos (ventana espectral de 190-1100 nm, resolucién de 1 nm, precision de
longitud de onda <1 = 0.5), el cual cuenta con un transportador multicelda con
temperatura regulada por un recirculador marca Fisher Scientifics Isotemp 1016S
(£0.1°C).



La caracterizacion de los ligantes y de los intermediarios mediante resonancia
magnética nuclear (*H-RMN y 3C-RMN) se realizé6 mediante Unidad de Servicios
de Apoyo la Investigacion y a la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica. Los
espectros de FTIR por reflectancia se obtuvieron en un equipo Nicolet iS5, el cual
cuenta con accesorio iD5 para ATR de la marca Thermo Scientific del laboratorio

213 de posgrado.
5.3 Software

Todos los ajustes lineales y no lineales se realizaron mediante el programa Origin
Pro 8.5.0. Las constantes de equilibrio fueron calculadas utilizando los programas
Hyperquad 2008 version 5.2.19 (Potenciometria) e HypSpec version 1.1.33
(Espectofotometria). Los diagramas de distribucidon de especies se generaron
utilizando el programa HySS 2008 version 4.0.31. Los espectros de RMN-H se
analizaron mediante el programa MestReNova 2012.

5.4 Condiciones generales

Todos los experimentos se realizaron a temperatura constante de 25.0 + 0.1 °C
mediante bafo recirculador de agua.

Se prepararon disoluciones stock del ligante y sales de los cationes metalicos
empleados en agua en concentraciones entre 2.5-25 mM. Las disoluciones stock de
los sustratos se prepararon en acetonitrilo en concentraciones entre 2.5-5.0 mM.
Los amortiguadores utilizados son poco coordinantes con los cationes metalicos y
no absorben entre las longitudes de onda 250 y 600 nm, se prepararon disoluciones
stock de concentracion 500 mM y se ajusto el pH al valor requerido. Se prepararon
también disoluciones stock del tensoactivo CTAB y de los dendrimeros PAMAM en

agua en concentraciones entre 2.5y 10 mM

Las disoluciones de NaOH se emplearon frescas y se estandarizaron con biftalato
de potasio y fenolftaleina como indicador. Las disoluciones de HCI se normalizaron
con NaOH estandarizada con fenolftaleina como indicador. Las disoluciones de los

cationes metalicos se estandarizaron con disolucion de EDTA y con negro de



eriocromo T (NET) como indicador y posteriormente mediante absorcion atébmica en

la USAIL.

5.5 Titulaciones potenciométricas

Las titulaciones potenciométricas se realizaron a 25°C en una celda de vidrio bajo

flujo de N2, para evitar la formacion de carbonatos y utilizando volimenes iniciales
de 10 mL.

Para poder calcular las constantes de formacion se determiné el pKw experimental
del agua mediante una titulacién potenciométrica de HCI 10 mM con NaOH 0.25 M.
Los datos obtenidos se grafican y se ajustan en el programa OriginPro 8.5.0
mediante la ecuacion (1) [62] como se muestra en la figura 5.5.1.

(Veq*[NaOH])+(KW*V0*10pH)l/OOT*[I

[NaOH]+ 10% (Ky+10PH)

(1)
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Figura 5.5.1. Curva de titulacién potenciométrica de HCI 0.1 M, la linea continua representa
el ajuste a la ecuacion 1. El valor obtenido fue de pKy=14.14.

Las determinaciones de las constantes de acidez del ligante PyAmOXx-NF se
efectuaron a fuerza iénica constante impuesta con NaCl 100 mM. Se utilizaron
disoluciones con concentraciones variables de ligante entre 6-10 mM, en todos los
casos se agrego HCI de tal manera que hubiera un equivalente de acido por cada
equivalente de ligante y se titularon con disoluciones estandarizadas de NaOH; una



vez terminada la titulacion, se comprob0 la reversibilidad del sistema mediante una
titulacion de la misma disolucién con HCI estandarizado hasta regresar al pH inicial.
Los datos obtenidos se analizaron con el programa Hyperquad 2008 para obtener

las constantes de formacion expresadas como pKa o log B.

5.6 Titulaciones espectrofotométricas

Las titulaciones espectrofotométricas se realizaron a 25°C en una celda de vidrio
bajo flujo de N2 y se efectuaron a fuerza iénica constante impuesta con NaCl 100
mM. Se utilizaron concentraciones variables de ligante entre 0.1-0.5 mM. Se
obtuvieron los espectros en funcion del pH mediante titulaciones de disoluciones
ligante con NaOH estandarizado hasta pH 13 o hasta observar precipitado utilizando

amortiguador en concentraciones entre 10 y 50 mM.

5.7 Estudios cinéticos

La reactividad de los ligantes en presencia y ausencia de medios supramoleculares
se midio frente a los diferentes sustratos espectrofotométricamente mediante la
aparicion de 4-nitrofenolato en 400 nm en medio acuoso amortiguado con 50 mM
de MOPS, CHES, EPPS o CAPS y con 2% de MeCN a 25°C utilizando un volumen
total de 500 uL. Los datos cinéticos se ajustaron a una ecuacion cinética integrada
de primer orden para NPA (2) como se muestra en la figura 5.7.1 o utilizando
velocidades iniciales en el caso de paraoxén y paratiébn y se obtuvieron las

constantes observadas de primer orden (Kobs).

A0 = Ag + (Aing — Ag) (1 — e(THeopst))

(2)
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Figura 5.7.1. Ejemplo de curva cinética de la hidrolisis de NFA, la linea continua representa
el ajuste a la ecuacion 2.

En presencia de medios supramoleculares (dendrimeros y tensoactivo), se estudio
la dependencia del pH, la concentracion de dendrimero y tensoactivo y la
concentracion de metal:ligante para establecer el efecto catalitico relativo de estos

medios sobre la reactividad del ligante PyAmOX y sus complejos con cadmio y zinc.

Con el ligante PyAmOXx-NF se estudi6 la dependencia del pH, la concentracion y las
variaciones en las concentraciones metal:ligante para establecer la reactividad del
ligante y el efecto de cationes divalentes de metales de transicion.

Las constantes de formacién obtenidas en las titulaciones junto con los datos
cinéticos permitieron conocer la especie o especies reactivas en el sistema, asi

como su reactividad expresada como una constante de segundo orden (k’, s*M1).

5.8 Sintesis de los ligantes

Sintesis de 2-Piridinamidoxima (PyAmOx)

El ligante 2-piridinamidoxima (PyAmOx) se prepar0 de acuerdo con un
procedimiento ya reportado [63] mediante la reaccion entre 2-cianopiridina con

hidroxilamina, el esquema de reaccion se muestra en la figura 5.8.1.
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Figura 5.8.1. Esquema de reaccion para la sintesis de PyAmOX.

A 1.05 g (0.015 mol) de clorhidrato de hidroxilamina se le agregaron 0.95 g (7.5
mmol) de Na2CO3-H20 en 5 mL de agua y se calenté a 60°C, después se afadio
1.50 g (0.0145 mol) de 2-cianopiridinay 5 mL de etanol. La temperatura de la mezcla
se elevd a 85° C y se mantuvo por 2 horas. Se evaporo el disolvente y se lavo el

producto con agua muy fria.

Se obtuvo el ligante PyAMOx como un polvo blanco, con un rendimiento de 85% y
se caracterizO satisfactoriamente mediante técnicas espectroscopicas
convencionales. A.E. calculado/(experimental)% C 52.55 (52.76 + 0.04), H 5.15
(5.20 + 0.09) N 30.64 (30.52 + 0.04); FTIR (KBr, reflectancia, cm™) 3468s, 3249s,
3071b, 2782m, 1648s, 1592m, 1550s, 1484s, 1446w, 956m, 743; 'H RMN (300
MHz, DMSO-ds) 6 9.93 (s, 1H), 8.56 (ddd, J=4.9,1.7, 1.0 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 51.2
Hz, 2H), 7.40 (ddd, J = 7.2, 4.9, 1.7 Hz, 1H), 5.84 (s, 2H); 13C RMN (300 MHz,
DMSO-ds) 6 149.42, 119.35, 136.58, 124.04, 148.21, 149.98.



Modificacion del ligante PyAmOx

Inicialmente se buscaba obtener el ligante PyAmOx-NH2 mediante el esquema de

reaccion que se muestra en la figura 5.8.2.
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Figura 5.8.2. Esquema de reaccién para la sintesis de PyAmOXx-NH-

Sin embargo, como se detalla en la seccion de resultados (6.2), el ligante obtenido

no fue el esperado, sino que se obtuvo la amina formilada:

X
HoN ‘ =
\ N
N\\\OH HN\\\<§§;O

El procedimiento experimental se detalla a continuacion:

PyAmOx-NF

Se disolvié 1 g (5.37 mmol) de 6-bromo-2-piridincarboxaldehido en 10 mL de etanol
y se agregaron 0.7471 g de clorhidrato de hidroxilamina (10.74 mmol) y 0.6615 g de
acetato de sodio (8.05 mmol) y se mantuvo en agitacion durante 16 horas a
temperatura ambiente. Después de este tiempo se agregd MgSOQOas, se filtr6 sobre
algoddn y se concentrd para obtener un sélido blanco. Este solido se suspendié en
una mezcla de 2% de metanol en diclorometano y se filtr6 en una columna corta de
silica. Se evaporo el disolvente y se obtuvo la aldoxima como un solido blanco

(rendimiento cuantitativo).



Setom6 1 g (4.97 mmol) de la aldoxima y se agregaron 5 mL de &cido acético glacial
y 3 mL de agua, luego se afadieron 333 mg de Zn metalico (previamente lavado
con HCl y secado con acetona) cada 2 horas hasta completar 3 equivalentes de Zn
(14.9 mmol), esto se realizé en agitacion y a temperatura ambiente durante 6 horas.
Después se filtrd sobre celita, se evapor6 a sequedad y se obtuvo un aceite amarillo,
luego se agregaron 5 mL de agua y se neutralizd con NaOH formandose un
precipitado de hidréxido de zinc que se separé por filtracion. Una vez precipitado
todo el hidréxido, se llevé la disolucién a pH 10, se realizaron extracciones con
CH2Clz, se juntaron las fracciones y se secaron con MgSOa, se evaporé a sequedad

y se obtuvo un aceite amarillo correspondiente a la amina (rendimiento 50%).

Se tomaron 320 mg (1.71 mmol) del aceite obtenido del paso anterior, se disolvieron
en 5 mL de DMF seca y se agregaron 126 mg de NaCN (1.5 equivalentes de NaCN)
y 327 mg de Cul (0.5 equivalentes), se burbujed nitrégeno y se mantuvo en reflujo
por 16 horas (155°C). Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se agregaron 20 mL
de agua para terminar la reaccion, se dejé en agitacion 10 minutos y luego se filtré.
A la fase acuosa se le hicieron extracciones con acetato de etilo (5x30mL), se
juntaron y se secaron con MgSOas, luego se evaporo el disolvente hasta sequedad
y se obtuvo un aceite amarillo que se purific6 mediante una columna de silica

(Hexano: Acetato de etilo 1:5) obteniéndose un soélido blanco (Rendimiento 20%).

Del nitrilo obtenido en el procedimiento anterior se tomaron 180 mg (1.35 mmol) y
se disolvieron en 8 mL de una mezcla de etanol/agua 1:1 y se agregaron 95.5 pL
de hidroxilamina (1.4 mmol, disoluciéon 50% en agua), luego se calentd esta mezcla
a 90°C por 4 horas, se dejé enfriar y se evaporé a sequedad, luego se agregé
acetato de etilo y se filtr6 sobre silica, finalmente se hizo una recristalizacion con
metanol/acetato de etilo y se obtuvo un sélido blanco correspondiente a la

amidoxima (Rendimiento 80%).

Todas las reacciones se siguieron mediante placas TLC y en algunos casos por
espectroscopia de infrarrojo. La caracterizacion y el analisis detallado de esta ruta
de sintesis, asi como la caracterizacion de cada uno de los intermediarios se

muestra en la seccion de resultados. (6.3).



Modificacién covalente de un dendrimero PAMAM

Para realizar la modificaciébn covalente de un dendrimero se planted inicialmente

seguir el esquema de reaccion que se muestra en la figura 5.8.3.
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Figura 5.8.3. Esquema de reaccion para la modificacion covalente de un dendrimero
PAMAM GO con una amidoxima.

Para obtener 2-acetil-6-cianopiridina se partié de 2-acetil-6-bromopiridina, mediante
la reaccion de 2-acetil-6-bromopiridina con cianuro de sodio y yoduro de cobre(l), el

esquema de reaccion se muestra en la figura 5.8.4.

X NaCN, Cul X
ﬁ
O / DMF O /
N Br N %N

Figura 5.8.4. Esquema de reaccién para la sintesis de 2-acetil-6-cianopiridina.

A 400 mg (2 mmol) de 2-acetil-6-bromopiridina se le agregaron 98 mg (2 mmol) de
NaCN y 380.9 mg (2mmol) de Cul y se disolvieron en 6mL de DMF en atmdésfera de
N2, la mezcla se calentd en reflujo a una temperatura de 155°C por 16 horas. Se
dejé enfriar a temperatura ambiente y se agregaron 20 mL de agua, se filtr6 y se

realizaron extracciones con acetato de etilo. La purificacién del producto se realizé



utilizando una columna de silica y se eluyé con una mezcla de hexano y acetato de
etilo en proporcion 3:1. Mediante cromatografia en placas TLC se identificaron las
fracciones que contenian el producto deseado, se juntaron y se evapord el

disolvente. (Rendimiento 30%).

Posteriormente se realizo la condensacion del dendrimero PAMAM GO con 2-acetil-
6-cianopiridina como se muestra en la figura 5.8.3. Se tomaron 100 mg (0.68 mmol)
de 2-acetil-6-cianopiridina y se disolvieron en 3 mL de metanol seco, se agregaron
500 pl (0.113 mmol) de una disolucion dendrimero PAMAM GO 20% peso en
metanol y la reaccion se mantuvo en agitacion a 40° C por 72 horas. Se evaporo el
disolvente y para purificar el producto se realizé un filtrado en una columna pequefa
de silica y se eluy6é con una mezcla de hexano y acetato de etilo en proporcién 3:1,
se identificaron las fracciones mediante placas TLC, se juntaron y se evaporo el
disolvente. Al producto anterior se le agreg6 un equivalente de borohidruro de sodio
por cada imina formada sin embargo no se obtuvo el producto deseado. En la
seccion 6.3 se abordara con detalle todas las modificaciones realizadas en esta
sintesis y la caracterizacion de los intermediarios, ya que no se logré incorporar la

amidoxima en el dendrimero.

Para verificar si se podia hacer la condensacion de la amina del dendrimero con la
cetona aroméatica se busco incorporar una oxima en lugar de una amidoxima.
Partiendo de 2,6-diacetilpiridina se obtuvo la 2,6-diacetilpiridina monoxima mediante
la reaccion de 2,6-diacetilpiridina con un equivalente de hidroxilamina, el esquema
de reaccién se muestra en la figura 5.8.5; se empled esta monoxima libre y

O-acilada en la sintesis.

X X

Figura 5.8.5. Esquema de reaccion para la sintesis de 2,6-diacetilpiridina monoxima.

En 12.5 mL de etanol se disolvieron 500 mg (3.06 mmol) de 2,6-diacetilpiridina y
posteriormente se agregaron 12.5 mL de agua y 218.2 pL (3.06 mmol) de



hidroxilamina (disolucién 50% en peso en agua) y se calenté a 90° C por 3 horas.
Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se evaporé el etanol de la mezcla
formandose un precipitado blanco, posteriormente se purifico el producto utilizando
una columna de silica y se eluyé con 20% acetato de etilo en hexano. Mediante
cromatografia en placas TLC se identificaron las fracciones que contenian el

producto deseado, se juntaron y se evaporo el disolvente. (Rendimiento 50%)

Posteriormente se realizo la condensacion del dendrimero PAMAM GO con 2,6-
diacetilpiridina monoxima obtenida en el paso anterior como se muestra en la figura
5.8.6.
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Figura 5.8.6. Esquema de reaccién para la condensaciéon de 2,6-diacetilpiridina monoxima

con el dendrimero GO.

A 105 mg (0.589 mmol) de 2,6-diacetilpiridina monoxima se le agregaron 200 pl
(0.068 mmol) de una disolucién dendrimero PAMAM GO 20% peso en metanol y se
agregaron 2 mL de metanol seco, la reaccion se mantuvo en agitacion a 40° C por
30 horas. Se evapor6 la mitad de disolvente y se dejo enfriar hasta obtener un
precipitado amarillo que se separé por filtracién, se lavé con metanol frio y luego
con acetato de etilo. Al usar exceso de la oxima, el sélido obtenido contenia una
mezcla de 2,6-diacetilpiridina monoxima y la condensacion con el dendrimero, por
lo que se intentd hacer la reduccion de la imina utilizando la mezcla, sin embargo,
no se obtuvo el producto esperado. La caracterizacion de los intermediarios
obtenidos, asi como el andlisis de la ruta de sintesis se muestra en la seccion de
resultados (6.3).



6. Resultados y Discusion

6.1 Estudios Cinéticos en medios supramoleculares

Piridinamidoxima hacia NPA en presencia de CTAB y dendrimeros PAMAM

Se llevo a cabo la hidrolisis de NPA con el ligante PyAmOXx en presencia del
tensoactivo catiébnico CTAB. A partir de los datos de absorbancia en funcién del
tiempo, se obtuvieron constantes de primer orden (Kcorr = Kobs - Kon) mediante las
velocidades iniciales. En la figura 6.1.1 se muestra un gréfico de las constantes
observadas en funcion del pH en presencia y ausencia del tensoactivo, en la tabla
6.1.1 se muestran los valores de las constantes obtenidas, asi como el efecto

catalitico relativo de CTAB respecto al ligante libre (Kobsctas/ Kobs,sin cTAB).
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Figura 6.1.1. Constantes observadas de primer orden corregidas por la contribucion de la
hidrdlisis alcalina (keorr) @ 25°C en agua para la hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién del
pH. Concentracion total de [L]=0.5 mM en (m) ausencia y (o) presencia de CTAB 5 mM.



Tabla 6.1.1. Constantes observadas de primer orden corregidas por la contribucién alcalina
(keor) @ 25°C en agua para la hidrolisis de NPA 0.05 mM en funcion del pH. Concentracion
total de [L]=0.5 mM en ausencia y presencia de CTAB 5 mM, y efecto catalitico relativo

(kobsCTAB/ kobs1sin CTAB)-

Keorr x10* (S-l) KobscTas/

pH . Con kobs,sin

Sin CTAB CTAB CTAB
7.05 0.10 0.49 5.0
7.20 0.19 0.55 2.9
7.34 0.16 0.48 2.9
7.51 0.58 0.74 1.3
7.81 0.34 1.63 4.7
7.95 0.47 1.90 4.0
8.10 0.84 2.62 3.1
8.24 0.81 2.25 2.8
8.39 1.59 3.20 2.0
8.56 1.35 3.73 2.8
8.69 2.17 4.39 2.0

Lo que podemos observar es que entre pH 7 y 7.5 en presencia del tensoactivo se
observa un incremento en la reactividad. En este intervalo de pH, después de
descartar la contribucion del medio de reaccién, el Unico nucledfilo presente que
puede ser responsable de esta reactividad es a la amidoxima neutra. Esta
reactividad ha sido observada para algunas amidoximas; por ejemplo, en estas
condiciones la benzamidoxima neutra tiene una constante de segundo orden de
0.088 Ms? [64], por lo que se esperaria que PyAmOXx presente una reactividad
similar debida al grupo amidoxima. A valores de pH entre 7.5y 8.7 observamos otro
incremento de la reactividad con cierta dispersion, pero como esta muy lejos del pKa
de la amidoxima en agua, se propone que ésta sigue protonada en el medio micelar
y el cambio observado podria deberse a que a partir de pH 7.5 se cambia el

amortiguador de MOPS a EPPS y este podria tener su propia contribucion.

En general la presencia de tensoactivo CTAB nos permite observar un incremento
de las constantes observadas de aproximadamente 3 veces. Al aumentar el pH no
se esperaria que hubiera un cambio sobre la protonacion del tensoactivo ya que

mantiene su forma catiénica en todo el intervalo, la constante de hidrélisis alcalina



de NPA en CTAB es aproximadamente 5 veces menor en el medio micelar que en
agua y por lo tanto el incremento observado debe reflejar la interaccion del
tensoactivo la amidoxima como nucleofilo y el sustrato permitiendo que estos se

acerquen y que la velocidad aumente.

Posteriormente se estudio como cambia la constante de velocidad en funcion de la
concentracion de tensoactivo y ademas de dendrimero PAMAM de generacion 4.
Para esto, se utiliz6 una concentracion de PyAmOXx constante y se mantuvo el pH
fijo en 7.00, debido a que a este pH casi todos los grupos amino terminales del
dendrimero se encuentran protonados y mantiene una estructura globular en
disolucion (los valores de pKa reportados para los grupos amino terminales de los
dendrimeros PAMAM estan entre 7.96 y 9.95 [49], por lo que en pH 7, la
concentracion total de grupos amino protonados es por lo menos el 95% de la

concentracion total de dendrimero utilizada).

Las constantes observadas de primer orden, obtenidas de las velocidades iniciales,
en funcion de la concentracién total de dendrimero G4 o tensoactivo se muestran
en la figura 6.1.2 A. Se presentan en escala logaritmica para poder realizar una

comparacién mas detallada.
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Figura 6.1.2. Constantes observadas de primer orden (kos) a 25°C, pH=7.00 (MOPS 50
mM) en agua para la hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracion de (m)
dendrimero PAMAM G4 o (e) CTAB. Concentracion total de [L]=0.5 mM. A) Grafica en
funcién de la concentracion molar de CTAB B) Gréfica en funcién de la concentracién de
micelas de CTAB, [CTAB*]=[CTAB]/numero de agregacion.



Primero podemos notar que en ambos medios supramoleculares la reaccion
nucleofilica estad catalizada como cabria esperar ya que ambos medios son
cationicos, sin embargo, al comparar la concentracion molar utilizada, el dendrimero
tiene un efecto aparente mucho mayor al que tiene el tensoactivo, ya que la cantidad
necesaria de dendrimero es al menos 10 veces menor que la que se necesita de
CTAB para alcanzar constantes de rapidez de valores similares. Sin embargo, para
hacer un analisis mas detallado es necesario comparar el efecto del tensoactivo y
del dendrimero considerando que ambos forman una micela o especie de micela-
molecular. El dendrimero tiene 64 grupos amino por cada molécula de dendrimero
mientras que el tensoactivo CTAB tiene nimero de agregacion de 60 moléculas por
micela [65]. Asi, para calcular la concentracion de micelas de CTAB presentes,
[CTAB*], es necesario dividir la concentracion total de tensoactivo entre 60. En la
figura 6.1.2 B se muestran las constantes observadas de primer orden en funcion
de [CTAB*] y se comparan con las obtenidas con el dendrimero G4, obteniéndose
gue el efecto real de ambos medios es muy similar. En el caso del dendrimero
observamos un perfil menos disperso, probablemente debido a que las
interacciones de la estructura globular del dendrimero con el ligante y el sustrato
son mas definidas, mientras que en los medios micelares hay mas equilibrios
presentes, incluyendo el de la formacion de las micelas de CTAB.

El efecto catalitico en estos medios se debe a la suma de varios factores estando
entre los principales el incremento en la concentracion efectiva del sustrato y
nucledfilo, la estabilizacion de un estado de transicién aniénico y el cambio del pKa
del nucledfilo. A este valor de pH, la contribucion del ligante desprotonado a la
hidrélisis de NPA en agua puede despreciarse ya que su concentracion es del orden
de 10° M, lo cual da una constante de rapidez kobs () de 3.7x10°" para PyAmOX.
Aunque debemos considerar que el pKa del ligante pudiera disminuir hasta 2
ordenes de magnitud dentro del medio supramolecular [66], esta especie es muy
basica y en este caso la constante de rapidez kobs del ligante desprotonado seria
entre 2x10°%y 2x10° s, a pH 7, la cual sigue siendo pequefia al compararla con las
constantes de velocidad observadas en presencia de cationes metalicos, por lo

tanto a pH 7 tenemos como Unica contribucién la reactividad de la especie neutra



de la amidoxima que seria muy cercana a 4.4x10° s (tomando como referencia el
valor reportado para benzamidoxima [64]).

A estas condiciones se pueden realizar comparaciones de reactividad en presencia
y ausencia de los cationes metdlicos, ya que, aunque el tensoactivo y los
dendrimeros contribuyen a aumentar la reactividad observada, se esperaria que el

efecto fuera mayor cuando se trabaja con metales por la formacién de los complejos.



Piridinamidoxima y cadmio hacia NPA en presencia de CTAB

El primer caso que se estudio fue el ligante PyAmOXx en presencia de Cd(ll), ya que
en disolucién encontramos que sélo forma una especie reactiva, lo que facilita la
interpretacion de los resultados, por lo tanto, se estudio la reactividad de esta
especie en presencia del tensoactivo cationico CTAB, manteniendo el pH constante

y variando la concentracion de ligante y metal en proporcion 1:1.

Con NPA como sustrato, los datos de absorbancia en funcién del tiempo se
ajustaron a la ecuacion (2) (seccion 5.7) y se obtuvieron constantes de primer orden
kobs (s1). En la figura 6.1.3 se muestran gréaficos en escala logaritmica a distintos
valores de pH de las constantes observadas en funcién de la concentracion total de
ligante y cadmio ([L] = [Cd]) y en la tabla 6.1.2 se muestran los valores de las

constantes obtenidas.
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Figura 6.1.3. Constantes observadas de primer orden (kons) @ 25°C en agua (MOPS, EPPS
50 mM, 2% MeCN) para la hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracion total
de [L]=[Cd] para diferentes valores de pH: A) 7.00 B) 7.53 C) 8.06 D) 8.53, (m) ausencia y
(@) presencia de CTAB 5 mM.



Tabla 6.1.2. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua para la hidrélisis
de NPA 0.05 mM en funcion de la concentracién total de [L]=[Cd] para diferentes valores
de pH en ausencia y presencia de CTAB 5 mM.

kobs X 104 (S_l)

[L]=[Cd] pH 7.00 pH 7.53 pH 8.06 pH 8.53

(mM) sin con sin con sin con sin con
CTAB CTAB CTAB  CTAB CTAB CTAB CTAB CTAB

0.1 n.d. 0.05 0.02 0.08 0.08 0.41 0.17 0.85

0.25 0.04 0.17 0.15 0.36 0.42 1.75 1.05 3.36
0.5 0.28 0.57 0.77 1.43 1.88 5.21 3.96  10.50
1.0 1.30 1.97 3.59 5.17 8.76 16.90  21.90 37.50
2.0 5.40 6.30 11.70  16.10  36.40 51.10  80.20 111.00
3.0 11.10 11.80 27.30 2595 7250 89.10  167.60 215.00
4.0 18.80 18.00 51.50 4560 116.00 132.0 281.00 324.00
5.0 25.20 24.30 63.00 64.60 191.00 178.00 415.00 415.00

Se puede observar que al utilizar CTAB hay un incremento en la reactividad
observada hacia NPA asi como un cambio en la pendiente de los graficos: ésta
disminuye y se acerca a un valor de 1 en presencia de CTAB, lo que puede atribuirse
a que el complejo es mas estable dentro de las micelas. Dado que las constantes
de formacién del complejo no son muy grandes en agua, y no fue posible determinar
las constantes de formacién de los complejos metéalicos dentro de las micelas, no
es posible cuantificar cuanto complejo hay dentro de las micelas y hacer un analisis
cuantitativo del cambio de la reactividad del complejo en el medio micelar;
adicionalmente, seria deseable estudiar un sistema mas desplazado hacia la
formacion del complejo tanto en agua como en el medio micelar para que las

contribuciones de cada uno fueran mayores.

Sin embargo, en términos generales observamos que cuando la concentracion de
metal:ligante es mucho menor que la concentracion de tensoactivo, notamos un
incremento en la reactividad de hasta 5 veces (Tabla 6.1.3) con una concentracién
de tensoactivo 50 mayor que gue la concentracion total de metal y ligante y este

incremento es equivalente en todos los valores de pH estudiados.



Asimismo, en la tabla 6.1.3 se puede notar que conforme incrementa la
concentracion de metal y ligante, el efecto sobre la reactividad del tensoactivo va

disminuyendo hasta ya no tener una diferencia significativa.

Tabla 6.1.3. Efecto catalitico relativo de CTAB 5 MM (Kobsctas/ Kobs,sin ctag) @ 25°C en agua
para la hidrolisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracién total de [L]=[Cd] para
diferentes valores de pH.

[L]Z[Cd] Kobs cTag/ Kobs sincTAB
(MM) " bH700 pH7.53 pHB.06 pHB853
0.10 3.67 517 4.98
0.25 4.44 2.43 4.14 3.20
0.50 2.05 1.86 2.77 2.65
1.00 1.53 1.44 1.93 1.71
2.00 1.17 1.38 1.40 1.39
3.00 1.07 0.95 1.23 1.29
4.00 0.96 0.88 1.14 1.15
5.00 0.96 1.02 0.93 1.00

Para estudiar con mas detalle el efecto del pH se utilizé6 una concentracion fija de
ligante y cadmio en presencia y ausencia de tensoactivo, se realizdé una variacion
del pH y se calcularon las constantes observadas de primer orden en funcion del pH

que se muestran en la tabla 6.1.4 y graficamente en la figura 6.1.4.

De latabla 6.1.4 podemos observar que el efecto catalitico, a excepcion del pH mas
bajo, es practicamente el mismo a lo largo del intervalo de pH estudiado, ya que al
utilizar CTAB las constantes observadas son alrededor de 3 veces mayores que
cuando no se utiliza tensoactivo, con esto podemos decir que el efecto de CTAB no
depende del pH lo cual se esperaria ya que al ser una sal de amonio, permanece
en forma catidnica en todo el intervalo estudiado, esto mientras se tenga una
concentracion mayor a la CMC. Ademas, los datos de las constantes observadas
en funcion del pH permitieron calcular el pKa aparente de la especie cinéticamente
activa mediante un ajuste a la ecuacion (27) (apéndice I) que tiene un valor de 8.88

en presencia de tensoactivo y un valor de 8.90 en disolucion acuosa.



Tabla 6.1.4. Constantes observadas de primer orden corregidas por la contribucién de la
hidrdlisis alcalina (keor) @ 25°C en agua para la hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién del
pH. Concentracion total de [L]=[Cd]=0.1 mM en ausencia y presencia de CTAB5 mMy
efecto catalitico relativo de CTAB 5 MM (KobscTag/ Kobs,sin cTAB).

pH kcorr ><107 (S_l) kobsCTAB /kobs sin
Con CTAB Sin CTAB CTAB
6.70 39 49 0.8
6.85 454 93 4.9
7.02 5630 1010 5.6
7.14 5080 1680 3.0
7.31 7070 1690 4.2
7.45 9090 2370 3.8
7.60 13600 4860 2.8
7.77 16000 6780 2.4
7.92 29500 7730 3.8
8.06 36100 10700 34
8.20 47400 12900 3.7
8.35 58600 17300 3.4
8.51 67100 20400 3.3
8.65 86600 28200 3.1
8.79 107000 35000 3.1
8.95 135000 40900 3.3
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Figura 6.1.4. Constantes observadas de primer orden corregidas por la contribucién de la
hidrdlisis alcalina (keorr) @ 25°C en agua para la hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién del
pH. Concentracion total de [L]=[Cd]=0.1 mM en (m) ausencia y (e) presencia de CTAB 5
mM.



Se puede observar que, al utilizar tensoactivo, el pKa del nucledfilo coordinado
practicamente no cambid, por lo que la especie cinéticamente activa debe seguir
siendo la misma incluso en presencia del tensoactivo, sin embargo, muestra una
reactividad mayor al estar en presencia de las micelas. Este efecto puede ser debido
a factores diferentes a la disminucion del pKa del nucledfilo: al aumento de la
concentracion efectiva por proximidad del sustrato y del nucledfilo, a una mayor
solubilidad del sustrato en el medio micelar, a que se estabiliza el estado de

transicion, etc.

Se estudio también el efecto de la concentracion de tensoactivo sobre la reactividad,
y se obtuvieron las constantes observadas en funcion de la concentracion de CTAB
gue se muestran en la figura 6.1.5. y en la tabla 6.1.5. Se encontré que cuando se
utiliza CTAB por debajo de su concentracion micelar critica (CMC=1 mM) [67] hay
un efecto pequefo sobre la reactividad, sin embargo, cuando se trabaja por encima
de esta concentracidén, se presenta un incremento significativo en la reactividad,
aungue en el intervalo estudiado no se llegé a un valor maximo debido a que el
tensoactivo se usé entre 2 y 10 veces en exceso con respecto de la concentracion

del metal y ligante; tampoco se observé una nivelacion de la reactividad.
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Figura 6.1.5. Constantes observadas de primer orden (Kops) @ 25°C en agua para la hidrdlisis
de NPA 0.05mM en funcion de la concentracion de CTAB. Concentracion total de
[L]=[Cd]=0.5 mM, pH 7.00, MOPS 50 mM. Se observa un cambio en la pendiente después
de la CMC del tensoactivo.



Tabla 6.1.5. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua para la hidrélisis
de NPA 0.05 mM en funcion de la concentracion de CTAB. Concentracion total de
[L]=[Cd]=0.5 mM, pH 7.00, MOPS 50 mM.

[CTAB] (MM)  Kobs x10% (sY)

0.0 26.40
0.25 27.70
0.5 25.30
1.0 24.60
1.3 23.20
1.6 26.60
1.9 24.70
2.2 27.80
2.5 29.40
2.8 30.10
3.1 34.90
3.4 34.30
3.7 38.00
4.0 40.60
4.5 46.70
5.0 53.70

Por lo tanto, de los estudios podemos decir que unas buenas condiciones de trabajo
para observar el efecto catalitico utilizando tensoactivo, incluyen emplear una
concentracion de la especie reactiva al menos 50 veces mas pequefia que la de
tensoactivo, una concentracion de tensoactivo por encima de su CMC y un valor de
pH en el que el complejo metal oximato sea suficientemente reactivo (pKa 8.90). Asi,
encontramos que hay un incremento de la reactividad de hasta 5 veces cuando se
utiliza CTAB ya que las micelas permiten por una parte que la solubilidad del
sustrato incremente, por lo tanto, que se vea este incremento en la reactividad del
nucledfilo; y por otro lado, el tensoactivo permite un mayor acercamiento y
concentracion efectiva entre el sustrato y el nucledfilo mediante interacciones
hidrofébicas con el sustrato y electrostaticas con el nucleofilo generando un
aumento de la reactividad nuclecfilica, y es posible que puedan estabilizar el estado

de transicion.



Piridinamidoxima y cadmio hacia NPA en presencia de dendrimeros PAMAM

Para poder determinar el efecto de los dendrimeros PAMAM sobre la reactividad
del complejo metal-oximato, se realiz0, al igual que con el tensoactivo, una variacion
de la concentracion metal:ligante en proporcién 1:1 a valores de pH entre 7y 8 (ya
que se busca que las aminas terminales de los dendrimeros estén protonadas),
manteniendo la concentracion de dendrimero constante, los valores de las
constantes observadas de primer orden en presencia y en ausencia de dendrimeros
de distintas generaciones en funcién de la concentracion total de ligante y cadmio

([L] = [Cd]) se muestran en la tabla 6.1.6 y en escala logaritmica en la figura 6.1.6.

Tabla 6.1.6. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua para la hidrélisis
de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracion total de [L]=[Cd] para diferentes valores
de pH en ausencia y presencia de dendrimeros de diferentes generaciones 0.5 mM.

Kobsx 10% (s)

[L=[Cd] pH 7.16 pH 7.56

(mM) sin sin

Dend. GO Gl G4 Dend. GO Gl G4
0.10 0.11 0.38 2.18 8.85 0.25 1.30 4.77 16.6
0.25 0.62 0.81 2.92 9.06 3.58 4.58 6.62 16.9
0.50 3.28 3.72 5.45 11.9 14.9 17.3 13.2 24.9
1.00 12.6 14.6 18.1 22.8 30.3 34.0 447 58.5
2.00 56.3 56.6 83.4 81.2 157 157 200 236
2.50 83.2 91.9
3.00 116 132 163 163 323 343 388 480
4.00 196 223 270 279 540 567 781

5.00 279 319 401 402 807 885 1070



Continuacién Tabla 6.1.6.

kObe 104 (S-l)
[L]=[Cd]

pH 8.12

(mM)
sin Dend. GO Gl G4

0.10 0.86 3.35 11.3 29.7
0.25 4.30 6.65 15.6 49.5
0.50 23.2 23.5 40.4 55.5
1.00 99.1 100 126 160
2.00 481 493 445 476
3.00 1040 1020 946 1000
4.00 1540 1550 1540 1680
5.00 2110 2270 2200 2350
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Figura 6.1.6. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua (buffer 50 mM,

2% MeCN) para la hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcion de la concentracion total de
[L]=[Cd] (m) ausencia y presencia de dendrimero 0.5 mM, (e) GO, (A) G1, (V)G4, para
diferentes valores de pH: A) 7.16 (MOPS) B) 7.56 (MOPS) C) 8.12 (EPPS).



Ademas, se calculo el efecto catalitico relativo para los distintos valores de pH y las

diferentes generaciones de dendrimero, estos valores se muestran en la tabla 6.1.7.

Tabla 6.1.7. Efecto catalitico relativo de dendrimeros de diferente generaciéon 0.5 mM
(Kobsbendrimero/ Kobs,sin Dendrimero) @ 25°C en agua para la hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién
de la concentracion total de [L]=[Cd] para diferentes valores de pH

[L]=[Cd]

kobs Dendrimero/ kobs sin Dendrimero

pH 7.16 pH 7.56 pH 8.12

(mM)
GO G1 G4 GO G1 G4 GO G1 G4

0.1 3.55 2024 8212 520 19.15 66.62 3.88 13.08 34.38
0.25 1.31 475 1473 1.28 1.85 4.73 1.55 3.63 1151
0.5 1.13 1.66 3.63 1.16 0.89 1.67 1.01 1.74 2.39
1.0 1.16 1.44 1.81 1.12 1.48 1.93 1.01 1.28 1.62
2.0 1.01 1.48 1.44 1.00 1.28 1.51 1.02 0.93 0.99
3.0 1.13 1.40 1.40 1.06 1.20 1.49 0.98 0.91 0.97
4.0 1.13 1.37 1.42 1.05 1.45 1.01 1.00 1.09
5.0 1.14 1.44 1.44 1.10 1.32 1.08 1.04 111

A patrtir de los datos obtenidos se pueden notar tres cosas:

La presencia de dendrimeros de todas las generaciones estudiadas incrementan
la reactividad del complejo cadmio-amidoximato, este incremento es mayor
conforme se incrementa la generacion de dendrimero utilizada. Sin embargo, es
necesario determinar la constante de amindlisis hacia NPA por parte de los
dendrimeros en las mismas condiciones, ya que debe tener su propia
contribucion.

Cuando la concentracién de cadmio y ligante es mucho menor respecto a la
concentracion de dendrimero, se tiene el mayor incremento sobre la reactividad,
llegando a ser de alrededor de 2 érdenes de magnitud con el dendrimero G4 a
pH 7.16, mientras que cuando la relacion de concentraciones de dendrimero y
complejo se acerca a 1, la diferencia en reactividad es minima, probablemente
debido a que la fraccién de nucleofilo que no esta incluida en el dendrimero
comienza a ser mayor y por lo tanto la contribucidon de fuera es mas importante
qgue la que estd dentro del dendrimero y en consecuencia el efecto de los

dendrimeros es poco evidente.



= A diferencia del tensoactivo CTAB, en el caso de los dendrimeros PAMAM-NHz,
el pH tiene un efecto sobre la reactividad, ya que, al incrementarlo, la diferencia
de reactividad es cada vez menor, a pH 8.12 el incremento es de menos de la
mitad que a pH 7.16, por lo que el pH Optimo es cercano a la neutralidad. Esto
es congruente con que mientras mas béasico es el pH, hay menos terminales

amino protonadas en el dendrimero y esto cambia su estructura en disolucion.

Por otro lado, se estudié el efecto de la concentracion de dendrimero sobre la
reactividad a pH fijo, se obtuvieron las constantes observadas en funcién de la
concentracion de dendrimero G1 y G4 y los valores se muestran en la tabla 6.1.8 y

6.1.9yenlafigura6.1.7.

Tabla 6.1.8. Constantes observadas de primer orden (Koss) @ 25°C en agua para la
hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracion de dendrimero G1.
Concentracion total de [L]=0.1 [Cd]=0.1 mM, pH 7.00, MOPS 50 mM.

[G1] x10° [G1] x10°, [G1] x10°
M Kobsx 10° (s™) M Kobsx 10° (s) ™ Kobsx 10° (s)
0.0 1.40 8.80 6.00 25.0 12.3
2.5 3.90 10.0 4.10 32.5 10.9
5.0 2.40 12.5 6.10 40.0 12.3
7.0 5.10 15.0 10.4 42.5 14.1
7.5 3.90 20.0 6.70 45.0 20.1

8.0 5.00 20.0 8.50 50.0 14.9



Tabla 6.1.9. Constantes observadas de primer orden (kops) @ 25°C en agua para la hidrélisis
de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracién de dendrimero G4. Concentracion total de

[L]=0.5 [Cd]=0.1 mM, pH 7.00, MOPS 50 mM.
4] x108
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(M)
0.0
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Figura 6.1.7. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua para la hidrélisis
de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracién de dendrimero A) G1, concentracion total
de [L]=[Cd]=0.1 mM, B) G4, concentracion total de [L]=0.5 mM, [Cd]=0.1 mM, pH 7.00,

MOPS 50 mM.

Lo que podemos observar en el caso de ambas generaciones de dendrimero es

que, al incrementar la concentracién de estos, manteniendo la concentracién de

metal y ligante constante, hay un incremento en la reactividad de hasta 5 veces con

las concentraciones utilizadas sin observarse una saturacion, sin embargo, la



concentracion de dendrimero G1 necesaria para lograr un incremento similar al del
dendrimero G4 es 6 veces mayor, lo cual refleja que los reactivos se incluyen mejor
en dendrimeros mas ramificados y/o que el numero de aminas presentes
protonadas y desprotonadas tiene participacion en la reaccion de ruptura de NPA,
ya que la contribucion por amindlisis debe ser diferente dependiendo de la

generacion del dendrimero.

El estudio de la hidrdlisis del éster carboxilico modelo NPA mediante el complejo de
PyAmOx con cadmio, permitio establecer las condiciones Optimas tanto de
concentracion de los reactivos y dendrimero como de pH para realizar los estudios
de hidrdlisis de otros sustratos con dendrimeros, ya que mientras los complejos
tienen mayor reactividad a valores de pH mayores, al usar los dendrimeros es
preferible utilizar valores de pH cercanos a 7. A este valor de pH los grupos amina
terminales de los dendrimeros se encuentran casi totalmente protonados y permiten
una mejor inclusién de las especies reactivas y el sustrato, al incrementar el pH los
grupos amino del dendrimero se desprotonan y la estructura se vuelve mas
compacta [50], por lo que en estos casos los dendrimeros no contribuyen a que
haya un incremento en la reactividad. Ademas, el efecto de los dendrimeros es
mucho mas importante cuando se utilizan en concentraciones al menos 5 veces
menores que la concentracién de la especie reactiva; también observamos que la
la generacion del dendrimero tiene un papel muy importante ya que a mayor
generacion, los dendrimeros son mas grandes y favorecen que los reactivos se

incluyan, por lo que mayor es el efecto sobre la reactividad.

Piridinamidoximay cadmio hacia paraoxén y paration en presencia de CTAB.

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas de concentracién de tensoactivo, se
estudio la hidrdlisis de los sustratos de interés ambiental como paraoxon y paration.
Estos sustratos son triésteres fosfato cuya hidrolisis alcalina es mucho mas lenta
que la de NPA: mientras que a pH 7.0 el tiempo de vida media para el NPA es de
132 h (1.45x10°° s1) el tiempo de vida media de paraoxén es de 27.5 afios y el de

paration de 880 afios [7].



Como primer punto se investigo si el cation metélico en presencia del tensoactivo
CTAB tenia un efecto en la reactividad. Para ello se obtuvieron curvas cinéticas
midiendo el cambio en la absorbancia a 400 nm en funcion del tiempo para los dos
sustratos, y se obtuvieron las constantes de rapidez observadas kobs (s7),
encontrdndose que en el intervalo de concentraciones utilizadas de cadmio, entre 2
y 16 mM, no hay un incremento de la reactividad ni en disolucién acuosa ni en
presencia de micelas de CTAB, cuando no se utiliza el ligante PyAmOX, por lo que
debe existir el complejo [CdPYAMOX]* para que se lleve a cabo la hidrélisis y que el
tensoactivo pueda modificar esta reactividad, un ejemplo de esto se muestra en la
figura 6.1.8 donde se puede observar que la contribucion del tensoactivo con cadmio

es practicamente despreciable comparada con el caso cuando se utiliza PyAmOX.
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Figura 6.1.8. Graficos de absorbancia a 400 nm en funcién del tiempo a pH 7.15 (MOPS 50
mM) y concentracién de CTAB constante (5 mM) para la hidrélisis de A) Paraoxén y B)
Paratién. (m) [Cd]=10 Mm, (e) [Cd]=[PYyAmOx]=10 mM.

Una vez establecido que el metal con el tensoactivo practicamente no contribuyen
a la hidrélisis de paraoxon y paration, se realizé una variacién de la concentracion
metal:ligante en proporcion 1:1 a diferentes valores de pH, manteniendo la
concentracion de tensoactivo constante y mayor a su CMC para la hidrolisis de
paraoxon y paration; a partir de los datos cinéticos se calcularon las constantes
observadas de primer orden (kobs) por el método de las velocidades iniciales en
presencia y en ausencia de CTAB, las constantes obtenidas en funcion de la
concentracion total de ligante y cadmio ([L]=[Cd]) se muestran en la figura 6.1.9 y
en latabla 6.1.10. se muestran los valores de las constantes obtenidas, asi como el

efecto catalitico (KobscTas /Kobs sin cTAB).



Tabla 6.1.10. Constantes observadas de primer orden (Koss) @ 25°C en agua para la
hidrélisis de paraoxén 0.05 mM en funcién de la concentracion total de [L]=[Cd] en
presencia y ausencia de CTAB 5 mM MOPS y EPPS 50 mM.

pH 7.00 pH 7.53 pH 8.05

[L(]=[Cd] Kobs % 106 (s) Kobs % 108 (s1) Kobs % 108 (1)

mM) KobscTas / KobscTag / KobscTas /

C?’iRB C(';IEJ:B KobssinCTAB  sin CTAB  con CTAB  KobssincTaB  sin CTAB  con CTAB  Kobs sincTas
2 2.41 1.89 8.99 4.8 7.77 42.0 5.41
4 0.93 6.62 7.2 6.53 16.0 2.4 22.7 76.6 3.38
6 257 9.56 3.7 11.1 21.0 1.9 37.0 122 3.29
8 466 12.3 2.6 15.2 25.4 1.7 75.2 134 1.78
10 428 11.2 2.6 20.0 31.3 1.6 108 177 1.63
12 7.47 13.8 1.9 27.6 35.9 1.3 129
14 823 16.5 2.0 31.2 38.7 1.2 157
16 9.18 14.7 1.6 36.6 43.3 1.2 170
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Figura 6.1.9. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua (buffer 50 mM,

2% MeCN) para la hidrélisis de paraoxén 0.05 mM en funcion de la concentracion total de
[L]=[Cd] para diferentes valores de pH: A) 7.00 (MOPS), B) 7.53 (MOPS), C) 8.05 (EPPS),
(m) ausencia y (e) presencia de CTAB 5 mM.
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Lo que podemos observar de estos resultados es que el tensoactivo si incrementa
la velocidad de reaccion, este incremento llega a ser de alrededor de 5 veces
cuando se tiene mayor exceso de tensoactivo y va disminuyendo conforme se
incrementa la concentracion total de metal y ligante, sin embargo también podemos
observar que, a diferencia del efecto observado sobre la hidrélisis de NPA, en la
hidrolisis de paraoxdn aun empleando concentraciones de metal y ligante iguales o
mayores a las de tensoactivo: este incremento en la rapidez todavia es significativo
incluso cuando se tiene [L]=[Cd] 2 veces mayor que la de CTAB si se compara con
la rapidez en ausencia de CTAB. Esto quiere decir que la contribucién a la
reactividad observada por parte del complejo que estd en el medio micelar es
relevante, aunque en la disolucién haya una concentracion igual o mayor, ademas
de que el tensoactivo solubiliza mejor este sustrato. Este hecho es interesante pues
mientras que con NPA, que es un sustrato mas activado, el efecto del tensoactivo
es practicamente despreciable a concentraciones de complejo cercanas a las de
tensoactivo, con paraoxén, que también es un sustrato neutro pero menos soluble

y menos activado, el efecto es mayor.

Se realizaron determinaciones equivalentes empleando con paratién como sustrato,
variando la concentracion metal:ligante en proporcion 1:1 a diferentes valores de
pH, manteniendo la concentracion de tensoactivo constante; las constantes
observadas de primer orden en presencia y en ausencia de CTAB se calcularon
mediante las velocidades iniciales y se muestran graficadas en funcién de la
concentracion total de ligante y cadmio ([L] = [Cd]) en la figura 6.1.10, en la tabla
6.1.11 se muestran los valores de las constantes obtenidas asi como el efecto

catalitico (KobscTag /Kobs sin CTAB).



Tabla 6.1.11. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua para la
hidrdlisis de paratién 0.05 mM en funcién de la concentracion total de [L]=[Cd] en presencia
y ausencia de CTAB 5 mM, MOPS 50 mM.

pH 7.00 pH 7.53
[L]=[Cd] 6 (o1 6 (-1
(mM) Kobsx10° (s™) KobscTaB / Kobsx10° (s™) KobscTaB /
sin CTAB  con CTAB  Kobssnctas  sin CTAB con CTAB  KobssincTas
2 0.2 3.2 22 2.5 7.6 3.0
4 1.7 6.2 3.7 51 10.1 2.0
6 4.3 10.0 2.3 7.3 14.5 2.0
8 6.0 8.7 1.5 11.1 17.0 1.5
10 7.1 7.7 1.1 16.9 14.8 0.9
12 11.3 8.1 0.7 23.1 13.2 0.6
14 11.6 8.0 0.7
16 15.6 8.3 0.5
0.000 0.004 [(I)—.;)i)?(:d]Y y 0.012 0.016 0.000 0.004 [Tj:?cd] y 0.012 0.016
A B
0.000 0.001 0.002 0.003 [(I)_;):E&Cdl]? ?:\J/IS) 0.006 0.007 0.008 0.009
C

Figura 6.1.10. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua (MOPS 50
mM, 2% MeCN) para la hidrolisis de paration 0.05 mM en funcién de la concentracion total
de [L]=[Cd] para diferentes valores de pH: A) 7.00 B) 7.53 C) 8.05. (m) ausencia y (e)
presencia de CTAB 5 mM.
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A valores de pH 7.0 y 7.5 la fraccion desprotonada del complejo es menor al 5%
(pKa 8.90 en agua), sin embargo, la reactividad observada aumenta en presencia
de tensoactivo si las concentraciones de metal y ligante son menores a la de
tensoactivo, de manera similar a lo observado con los otros sustratos.
Posteriormente, al incrementar estas concentraciones, la proporcion de tensoactivo
disminuye y la contribucion a la hidrdlisis de las especies activas en el medio micelar
es menor, y sumada a la contribucion de las especies en la disolucion da un efecto
total en el que la rapidez se mantiene constante o incluso disminuye. Este
comportamiento es diferente a pH 8.0 en donde a baja concentracion de metal y
ligante se comporta de manera similar a lo observado con otros sustratos, pero al
incrementar la concentracion del complejo en presencia de CTAB se observa un

aumento mas pronunciado en la rapidez de hidrdlisis.

Asi, la dependencia de la rapidez de reaccién en funcién del pH en presencia de un
tensoactivo catidnico en todo el intervalo de pH refleja que, cuando el sustrato es
paration, resaltan como factores involucrados: el reparto del sustrato en ambas
fases (el paration es el sustrato empleado menos soluble en agua) y la interaccion
del complejo activo con el sustrato en ambos medios, los cuales deben estar
favorecidos en el medio micelar con paratiébn y contribuyen a incrementar la
reactividad observada. Vale la pena mencionar que en disolucion acuosa,
observamos que la interaccion entre el complejo de PyAmOx con Cd(ll) y paration
es mas fuerte que con los otros sustratos, incrementando la rapidez de hidrolisis 1.5
veces mas que en el caso de paraoxon (KcdL paraoxon= 0.071 M1st, kel paration= 0.10
M-1s1). [14]



Piridinamidoxima y cadmio hacia paraoxén y paration en presencia de
dendrimeros PAMAM.

La reactividad del complejo de cadmio hacia paraoxon y paration se estudié con los
dendrimeros de generaciéon mayor y a un pH de 7.00, ya que en estas condiciones
fue donde se observd que los dendrimeros tienen el mayor efecto sobre la
reactividad pues la mayor parte de los grupos amina de la superficie estan
protonados y ademas disminuye una posible contribucion via aminolisis a la ruptura

de estos sustratos por parte de los dendrimeros.

Al igual que con el tensoactivo, se comprobd que el cadmio en presencia de
dendrimeros no presenta reactividad hacia estos sustratos si no se encuentra el
ligante presente, en la figura 6.1.11 se muestra como ejemplo la parte inicial de la
curva cinética de hidrélisis cuando esta presente y ausente el ligante, utilizando

paraoxén y paration como sustratos y el dendrimero G4.

0.09

0.35
0.08
0.30 4 °
& 0.07 .p’.
o &
0.254 of 0.06 4 ,
o ' &
© o g &
‘5 0.20 o S 0.05 Py
g o S °
15}
2 o € 004 4
<}

S 0.15+4 o° 2 f
2 o° o
< K < 0.03 ..l

010 ¢® s

I.lllllllllllllllllllllllllllllll 0,02«... -
LLL]]
0.05 001 it LLLLT LT P T
0.00 T T ) 0.00 T T T T
0 5000 10000 15000 0 5000 10000 15000 20000
Tiempo, s Tiempo, s

Figura 6.1.11. Graficos de absorbancia a 400 nm en funcién del tiempo a pH 7.00 (MOPS
50 mM) y concentracion de dendrimero G4 constante (0.5 mM) para la hidrélisis de A)
Paraoxén y B) Paration. (m) [Cd]=10 Mm, (e) [Cd]=[PYyAmOx]=10 mM.

Al establecer que el cadmio y los dendrimeros no presentan reactividad hacia los
sustratos incluso con el dendrimero G4, se realiz6 una variacion de la concentracion
metal:ligante en proporcién 1:1 manteniendo el pH fijo en 7.00 y utilizando una
concentracion de dendrimero constante, se calcularon las constantes observadas
de primer orden utilizando las velocidades iniciales en presencia y en ausencia de

dendrimeros G1 y G4 para la hidrdlisis de paraoxén y paration, estas constantes en



funcion de la concentracion total de ligante y cadmio ([L] = [Cd]) se muestran en las
figuras 6.1.12y 6.1.13 y en las tabla 6.1.12. y 6.1.13 se muestran los valores de las

constantes obtenidas, asi como el efecto catalitico (Kobs pendrimero/ Kobs sin bendrimero).
8.0x10°

6.0x10° -

F“m’ 4,0x10°

2.0x10° A

a

0'0 » ! ! T T T T

0000 0004 0008 0012 0016  0.020
[L]=[Cd], M

Figura 6.1.12. Constantes observadas de primer orden (koss) @ 25°C en agua pH 7.00
(MOPS 50 mM, 2% MeCN) para la hidrélisis de paraoxén 0.05 mM en funcion de la
concentracion total de [L]=[Cd] para diferentes generaciones de dendrimero (A) [G1]=1 mM
(®) [G4]=0.5 mM (m) ausencia de dendrimero.
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Figura 6.1.13. Constantes observadas de primer orden (koss) @ 25°C en agua pH 7.00
(MOPS 50 mM, 2% MeCN) para la hidrolisis de paration 0.05 mM en funcion de la
concentracion total de [L]=[Cd] para diferentes generaciones de dendrimero (A) [G1]=1 mM
(®) [G4]=0.5 mM (m) ausencia de dendrimero.



Tabla 6.1.12. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua para la
hidrdlisis de paraoxén 0.05 mM en funcién de la concentracion total de [L]=[Cd] en presencia
y ausencia de dendrimero [G1]=1 mM o [G4]=0.5 mM, pH 7.00 (MOPS 50 mM).

Sin
[LI=[Cd] , G1 G4
dendrimero
(mM)

Kobs % 106 (S-l) kobsx:l-o6 (S-l) Kobsc1 /Kobs sinc1  Kobs X 10° (S-l) Kobsc4 /Kobs sinGa
2 0.31 0.11 0.3
3 0.13 04 3.5 2.0 15.6
4 0.92 2.2 2.4 3.2 3.5
5 1.81 41 2.3 5.6 3.1
6 3.26 8.4 2.6 29.4 9.0
8 3.47 8.0 2.3 45.8 13.2
10 8.19 19.6 2.4 69.8 8.5
12 11.0 25.3 2.3
14 11.4 27.3 2.4
16 15.3 32.4 2.1

Tabla 6.1.13 Constantes observadas de primer orden (Kobs) @ 25°C en agua para la hidrélisis
de paratién 0.05 mM en funcién de la concentracion total de [L]=[Cd] en presencia y
ausencia de dendrimero [G1]=1 mM o [G4]=0.5 mM, pH 7.00 (MOPS 50 mM).

Sin
[LI=[Cd] , G1 G4
dendrimero
(mM)

Kobs % 108 (S_l) Kobs % 108 (S_l) Kobsc1 /Kobs sing1  Kobs % 108 (S_l) Kobsc4 /Kobs sinGa
2 0.66 1.7 2.6
3 1.8 2.0 1.1 2.1 1.2
4 1.3 4.7 3.6 3.2 2.5
5 2.1 6.1 2.9 4.9 2.3
6 3.2 10.9 3.5 5.9 1.9
8 4.4 12.3 2.8 9.3 2.1
10 6.0 24.0 4.0 13.7 2.3
12 12.4 26.3 2.1
14 11.2 26.4 2.4

16 14.2 33.5 2.4



Lo primero que podemos notar es que, para ambos sustratos, los dendrimeros
incrementan la velocidad de reaccion al menos 2 veces, siendo este incremento
mas relevante cuando se usa el dendrimero G4, incluso cuando la concentracion
utilizada es la mitad que la del dendrimero G1 y el efecto catalitico llega a ser igual
0 incluso mayor que en el caso de paraoxdn: observamos un efecto catalitico de
hasta 15 veces respecto a la reaccion del complejo en ausencia de dendrimero. Es
importante sefialar que, a diferencia de NPA, al utilizar estos sustratos podemos
utilizar concentraciones grandes de metal y ligante y aun observar un efecto
catalitico al utilizar los dendrimeros, lo cual implica que la contribucion de los
nucleodfilos en el dendrimero es importante, aunque la concentracion del complejo

fuera del dendrimero también aumente.

Piridinamidoximay zinc hacia NPA en presencia de CTAB

Se realizaron estudios cinéticos con el ligante PyAmOXx en presencia de Zn(ll)
manteniendo el pH constante y en presencia de CTAB en concentracion constante,
variando la concentracion de ligante y metal en proporcion 1:1. Para NPA los datos
de absorbancia en funcion del tiempo se ajustaron a la ecuacion 2 (Seccidén 5.7) y
se obtuvieron constantes de primer orden (kobs). En la figura 6.1.14 se muestran
graficos de las constantes observadas en funcion de la concentracion total de ligante
y zinc ([L] = [Zn]) en presencia y en ausencia de CTAB 5 mM. En la tabla 6.1.14 se
muestran los valores de estas constantes, asi como el efecto catalitico (KobscTas /Kobs

sin CTAB).
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Figura 6.1.14. Constantes observadas de primer orden (koss) @ 25°C en agua (MOPS 50
mM, 2% MeCN) para la hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcion de la concentracion total de
[L]=[Zn] para diferentes valores de pH: A) 7.00 B) 7.53 (m) ausencia y (e) presencia de
CTAB 5 mM.




Tabla 6.1.14. Constantes observadas de primer orden (kKobs) @ 25°C en agua para la
hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcion de la concentracion total de [L]=[Cd] en presencia y
ausencia de CTAB 5 mM, MOPS 50 mM.

pH 7.01 pH 7.53
[LIFLZN] ) 107 (57 Kopsx 108 (57 kopacrps/  KoosX10° (S)  Kopox10° (S)  kopecras/
(mM) obs obs 0obsCTAB obs obs obsCTAB
: Kobs sin cTAB - Kobs sin cTAB
sin CTAB Con CTAB sin CTAB Con CTAB
0.10 0.23 0.15 0.67 0.48 1.78 3.71
0.25 0.78 0.72 0.93 1.54 3.74 2.43
0.50 2.49 1.92 0.77 7.40 7.98 1.08
1.00 8.41 5.80 0.69 24.70 21.23 0.86
2.00 21.20 16.73 0.79 58.03 57.06 0.98
3.00 37.44 25.95 0.69 90.69 83.28 0.92
4.00 47.78 37.69 0.79 118.4 106.2 0.90
5.00 68.29 51.10 0.75 143.0 120.4 0.84

Lo que se puede observar, es que cuando se utiliza CTAB, la rapidez observada
disminuye a pH 7 y 7.5, implicando que la suma de las contribuciones de todos los
nucledfilos presentes en la fase acuosa y en fase micelar es menor que cuando

Unicamente se tiene la fase acuosa.

El hecho de que haya cambios en funcién de la concentracion del ligante PyAmOx
y del Zn(ll) implica que hay una fraccion importante del ligante y/o el complejo en la
fase micelar, aunque sea pequefia, ya que su concentracion llega a ser igual que la
concentracion de CTAB. Esto puede reflejar varias posibilidades: que el ligante
neutro sea mas soluble en la fase micelar y/o que la constante de formacion del
complejo sea mayor en la fase micelar y en consecuencia haya menor cantidad del
complejo en disolucién acuosa, que el complejo sea mas soluble en la fase micelar
pero menos activo, etc. Sin embargo, es claro que el comportamiento es diferente
gue en el caso del complejo del mismo ligante pero con cadmio y hay que tener

presente que en el caso de zinc se observan dos complejos cinéticamente activos.

Debido a que en algunos casos esta diferencia es pequefia, se estudié también el
cambio de la reactividad en funcién de la concentracion de CTAB para dos
diferentes concentraciones de ligante y metal (Figura 6.1.15) los valores de estas

constantes se muestran en la tabla 6.1.15.



1.80x10° 4

1.35x10° o

“» 9.00x10* 4
2
8

X

4.50x10™

0.00

0.000

T
0.001

T
0.002

T
0.003
[CTAB], M

T
0.004

T
0.005

A

5.000x10™ 5
3.750x10 4

" 2.500x10" -
2
5

X

1.250x10* 4

0.000

0.000

T
0.001

T
0.002

T T T
0.003 0.004 0.005

[CTAB], M

B

Figura 6.1.15. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua para la
hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracion de CTAB, pH 7.00, MOPS 50
mM. A) Concentracion total de [L]=[Zn]=0.5 mM, B) Concentracién total de [L]=0.5 mM,
[Zn]=0.1 mM.

Tabla 6.1.15. Constantes observadas de primer orden (kops) @ 25°C en agua para la
hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracion de CTAB, pH 7.00, MOPS 50

mM.
Kobs % 103 (S'l)
[CTAB] [L]=0.5 mM
(mM) [L]=[Zn]=0.5 mM (Zn]=0.1 mM
0.0 1.67 0.44
0.3 1.62 0.43
0.5 1.62 0.39
1.0 1.57 0.47
1.3 1.49 0.44
1.6 1.51 0.41
1.9 1.49 0.38
2.2 1.54 0.44
2.5 1.41 0.35
2.8 1.23 0.34
3.1 1.30 0.30
3.4 1.30 0.31
3.7 1.27 0.32
4.0 1.31 0.27
4.5 1.26 0.26
5.0 1.20 0.27

Lo que podemos observar es que un incremento en la concentracion de tensoactivo

disminuye suavemente la reactividad observada, por lo que en este caso CTAB esta



teniendo un papel de inhibidor para la hidrolisis de NPA, y debido a que la solubilidad
de NPA y otros factores son iguales que cuando se emplea cadmio, con el que se
tiene un resultado diferente, debe haber diferencia en las especies reactivas que se

forman entre PyAmOX y zinc.

A diferencia del complejo [CAPYyAmMOX]*, que es el Unico complejo activo que se
forma con cadmio, el zinc puede formar mas especies en disolucion con el ligante.
Entre las especies complejas que tienen reactividad en disolucion acuosa se
encuentran [ZnL]*, [ZnL2] y [Zn2L2OH], y se puede notar que estas tienen distintas
cargas, por lo que la interaccion del tensoactivo cationico CTAB es diferente con
cada una. En agua, las especies [ZnLz] y [Zn2L20OH] son las menos reactivas y la
contribucion principal a la hidrélisis de NPA es debida al complejo [ZnL]+, pero al
incluirse las especies con 2 ligantes en la micela cationica, que ademas son neutra
y anionica, la distribucién de las especies podria modificarse de tal forma que

aumente la concentracion de las especies menos reactivas en la fase micelar.

Piridinamidoximay zinc hacia NPA en presencia de dendrimeros PAMAM

Se realizaron estudios cinéticos con el ligante PyAmOXx en presencia de Zn(ll) y en
presencia de dendrimeros de diferente generacion en concentracion constante,
variando la concentracion de ligante y metal en proporcion 1:1. Se mantuvo el pH
constante cercano a 7.0, ya que es donde los dendrimeros permiten una mejor
interaccion del sustrato y el nucleofilo. Para NPA los datos de absorbancia en
funcién del tiempo se ajustaron a la ecuacion 2 (seccién 5.7) y se obtuvieron
constantes de primer orden (kobs). En la figura 6.1.16 se muestran graficos de las
constantes observadas en funcion de la concentracion total de ligante y zinc
([L]=[Zn]) en presencia de diferentes generaciones de dendrimero. En las tablas
6.1.16 y 6.1.17 se muestran los valores de estas constantes, asi como el efecto

catalitico (Kobs con Dendrimero /Kobs sin Dendrimero).
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Figura 6.1.16. Constantes observadas de primer orden (kons) @ 25°C en agua (MOPS 50
mM, 2% MeCN) para la hidrolisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracion total de
[L]=[Zn] pH 7.16, (m) ausencia y presencia de dendrimero (e) GO, (A) G1, (V)G4, para
diferentes valores de pH: A) [Dendrimero]=0.5 mM B) [Dendrimero]=0.1 mM

Tabla 6.1.16. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua para la
hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracion total de [L]=[Zn], pH=7.16, en
ausencia y presencia de dendrimeros de diferentes generaciones [Dendrimero]=0.5 mM.

[L]=[Zn] dendsrll'nmero GO Gl G4
(MM) Kobsx10% ()  kobsx10° (s) IE,ZZSS:G/O Kobs x 10° (s Il(c;t;ss(aisell Kobs x 107 (57) msj:e/z;
0.05 0.02 0.07 3.0 0.20 8.9 0.88 38.7
0.30 0.90 1.00 1.1 1.27 1.4 2.24 25
0.55 2.43 2.44 1.0 3.13 1.3 3.86 1.6
0.80 4.38 5.38 1.2 6.24 1.4

Tabla 6.1.17. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua para la
hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracion total de [L]=[Zn], pH=7.16, en
ausencia y presencia de dendrimeros de diferentes generaciones [Dendrimero]= 0.1 mM.

sin
[L]=[Zn] dendrimero GO Gl G4

mM (0] - (0] 0] - 0obs

( ) Kobsx 10° (S_l) Kobsx 10° (S_l) li(obz S:G/O Kobsx 10° (S l) |l(obz ijll Kobs x 103 (S l) |l(obz 2:6/4
0.05 0.03 0.06 1.85 0.07 2.24 0.12 3.57
0.30 1.04 1.00 0.96 1.15 1.11 1.16 1.12
0.55 3.01 2.72 0.90 2.92 0.97 2.66 0.88
0.80 5.12 4.61 0.90 5.28 1.03 5.19 1.01
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En el caso de los dendrimeros vemos un claro incremento de las constantes
observadas cuando se utilizan dendrimeros de las diferentes generaciones. Al igual
gue con cadmio, a mayor generacion de dendrimero el incremento en la reactividad
es mayor, ademas puede notarse que al tener una mayor dilucion de las especies
reactivas, existe un mayor incremento de la reactividad. Esto puede ser debido a
que, conforme el dendrimero se satura del complejo, la contribucion de las especies
gue estan en el medio acuoso comienza a ser mas importante, por lo que ya no se
observan diferencias significativas en la reactividad a concentraciones altas, por lo
tanto, se requiere una concentraciéon menor de complejo que de dendrimero para
gue haya una mayor inclusion y, en consecuencia, tener un efecto catalitico mucho

mayor.

Para poder comparar el efecto de los dendrimeros con el del tensoactivo en la
hidrélisis de NPA, se hizo una variacion de la concentracion de los dendrimeros que
presentaron mayor efecto catalitico hacia NPA manteniendo la concentracion total
de ligante y metal constante. Se obtuvieron las constantes de primer orden (Kobs) €n
funcién de la concentracion de dendrimero, que se muestran en la figura 6.1.17 y
en la tabla 6.1.18.
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Figura. 6.1.17. Constantes observadas de primer orden (koss) @ 25°C en agua para la
hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracion de dendrimero A) G1
(concentracion total de [L]=[Cd]=0.1) y B) G4 (concentracion total de [L]=0.5 mM
[Cd]=0.1mM), pH 7.00, MOPS 50 mM.



Tabla 6.1.18. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua para la
hidrdlisis de NPA 0.05 mM en funcion de la concentracion de dendrimero G1 (concentracion
total de [L]=[Cd]=0.1) y G4 (concentracién total de [L]=0.5 mM [Cd]=0.1mM), pH 7.00,
MOPS 50 mM.

[G1] Kobsx 10* Kobsx 10* [G1] Kobs x 10 [G4] Kobsx 10*
[G4] (mM)
(mM) (s (s (mM) (s (mM) (s
0.000 1.26 0.0000 4.21 0.200 1.78 0.0280 4.04
0.025 1.36 0.0010 3.97 0.250 1.61 0.0400 4.30
0.050 1.33 0.0025 3.78 0.325 2.08 0.0520 4.90
0.063 1.13 0.0040 3.91 0.350 1.83 0.0640 5.28
0.070 1.42 0.0055 4.26 0.400 2.22 0.0760 5.37
0.080 1.47 0.0070 4.37 0.425 2.95 0.0880 5.55
0.088 1.22 0.0085 4.23 0.450 2.25 0.1000 6.24
0.125 1.62 0.0100 3.84 0.500 2.15
0.150 1.43 0.0160 4.65

A diferencia de CTAB, donde la reactividad disminuy6 cuando se tienen presentes
complejos de PyAmOXx con zinc, podemos notar que con los dendrimeros sucede lo
contrario. Al incrementar la concentracion tanto de dendrimero G1 como de G4,
observamos un incremento de las constantes observadas por lo que podemos
pensar que en este caso los dendrimeros incluyen en sus ramas mejor a las
especies con zinc para que tengan una mejor interaccion con el sustrato y por lo

tanto incrementar la velocidad de la reaccion.

Piridinamidoxima y zinc hacia paraoxon y paration en presencia de CTAB.

Al igual que con cadmio, se comprobd que la contribucién del zinc en presencia de
CTAB no tenia un efecto significativo sobre la reactividad por lo que esta

contribucion se consider6 despreciable.

Se medio6 la reactivad del ligante PyAmOXx en presencia de zinc hacia paraoxén y
paration en presencia de CTAB, se obtuvieron las constantes observadas de primer
orden (kobs) mediante las velocidades iniciales en funcion de la concentracion total

de ligante y zinc ([L]=[Zn]) manteniendo el pH constante.



En la figura 6.1.18 se muestran graficos de las constantes observadas de primer
orden en funcidn de la concentracion de total de ligante y zinc en presencia y

ausencia de CTAB para la hidrdlisis de paraoxon.
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Figura 6.1.18. Constantes observadas de primer orden (kons) @ 25°C en agua (MOPS 50
mM, 2% MeCN) para la hidrélisis de paraoxén 0.05 mM en funcion de la concentracion total
de [L]=[Zn] (m) ausencia y (e) presencia de CTAB 5 mM, para diferentes valores de pH: A)
7.16 mM B) 7.50

Lo que podemos notar es que el tensoactivo no tiene un efecto positivo sobre la
reactividad observada, ya que a pH 7.16 las constantes observadas son
practicamente las mismas o ligeramente menores cuando se utiliza o no el
tensoactivo, y en pH 7.50, se puede apreciar claramente que CTAB disminuye la
reactividad como en el caso de NPA, lo que nuevamente nos lleva a pensar que
esta disminucion en la reactividad esta relacionada con la interaccién y distribucion
de los complejos de zinc en CTAB, ya que hay méas especies reactivas que en el

caso de cadmio.

Ademas, sucede lo mismo cuando se usa paratiobn como sustrato como podemos
ver en la figura 6.1.19 donde se muestra un grafico de las constantes observadas
de primer orden en funcion de la concentracion de total de ligante y zinc en

presencia y ausencia de CTAB para la hidrolisis de paration.
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Figura 6.1.19. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua, pH 7.50
(MOPS 50 mM, 2% MeCN) para la hidrdlisis de paration 0.05 mM en funcién de la
concentracion total de [L]=[Zn] (m) ausencia y () presencia de CTAB 5 mM.

En el caso de paration, a pH 7.16 los complejos de zinc con el ligante PyAmOx en
presencia del tensoactivo catidnico hidrolizan muy poco este sustrato, por lo que la
determinacién de las constantes es mas complicada, sin embargo, en pH7.50
podemos notar que hay una disminucién mas notoria de la reactividad cuando se
utiliza CTAB.

Los resultados obtenidos de estos estudios nos llevan a pensar que, este efecto de
inhibicion cuando se utiliza el tensoactivo, el ligante PYAmOX y zinc, debe deberse
a la interaccion del tensoactivo con los complejos y de los complejos con los
sustratos, ya que se nota una mayor diferencia en la reactividad cuando se utiliza
paration en presencia de CTAB que cuando se usa paraoxdén o NPA donde la
diferencia es minima y el efecto es contrario al observado con cadmio.

Piridinamidoxima y zinc hacia paraoxén y paratibn en presencia de
dendrimeros PAMAM.

Al igual que con CTAB, se comprobo6 que la contribucion del zinc en presencia de
dendrimeros no tenia un efecto significativo sobre la reactividad por lo que esta

contribucién se consideré despreciable.

Se medio la reactivad del ligante PyAmOXx en presencia de zinc hacia paraoxon y
paration en presencia del dendrimero G4 al ser el que presenta el mayor efecto

catalitico, se obtuvieron las constantes observadas de primer orden (kobs) mediante



las velocidades iniciales en funcion de la concentracion total de ligante y zinc

([L]=[Zn]) manteniendo el pH constante.

En la figura 6.1.20 se muestran graficos de las constantes observadas de primer
orden en funcidon de la concentracion de total de ligante y zinc en presencia y

ausencia de dendrimero G4 para la hidrolisis de paraoxén y paration.
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Figura 6.1.20. Constantes observadas de primer orden (Kos) a 25°C en agua pH 7.15
(MOPS 50 mM, 2% MeCN) en funcion de la concentracion total de [L]=[Zn] (m) ausencia y
(®) presencia de dendrimero G4 0.5 mM A) Paraox6n 0.05 mM B) Paration 0.05 mM.

En el caso de los ésteres fosfato, al utilizar el dendrimero, observamos un
incremento que es de alrededor de 2 veces respecto a cuando no se utiliza
dendrimero, esto nos indica que los complejos se incluyen mejor en el dendrimero
gue en el tensoactivo, por lo que podemos observar este incremento en la

reactividad incluso en ésteres fosfato.
6.2 Modificacion del ligante PyAmOx

Andlisis de las rutas de sintesis y caracterizacion del ligante

Al analizar los resultados del efecto de CTAB y los dendrimeros PAMAM en la
reactividad de los sistemas, vemos que seria deseable que los complejos que se
forman fueran mas estables en disolucion acuosa. Por ello, se propuso la sintesis
del ligante PyAmOx-NH2, buscando tener un grupo donador adicional para obtener
un ligante tridentado con el mismo grupo reactivo que proporcionara una mayor
estabilidad al formar los complejos. Inicialmente se propuso la sintesis que se

muestra en la figura 6.2.1.
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Figura 6.2.1 Esquema de sintesis de PyAmOx-NH; a partir de 2-ciano-6metilpiridina.

Del esquema de sintesis anterior surgieron complicaciones en la sintesis, ya que
desde la primera reaccion se tienen diferentes subproductos porque se pueden
formar multiples sustituciones de bromo en diferentes posiciones y ademas no
reacciona toda la materia prima, esto pudo deberse principalmente a que no se
utilizé CCls como disolvente, que es en el que se realizaban clasicamente las
bromaciones con NBS [68], a pesar de este problema, se logré separar el producto
deseado para continuar la sintesis y formar el aducto con hexametilentetramina y
posteriormente la reaccion con hidroxilamina, estas reacciones se realizaron sin
complicaciones. Sin embargo, al llevar a cabo la hidrdlisis acida para obtener la
amina notamos que las condiciones eran demasiado fuertes para la amidoxima y
ésta se descomponia, y se realizd la hidrélisis del aducto antes de formar la
amidoxima para evitar que se descompusiera, no obstante, tampoco es posible
debido a que el nitrilo también se hidroliza formando la amida correspondiente o
incluso el &cido carboxilico (los detalles experimentales de esta sintesis se muestran

en el apéndice Il). Por estas razones se decidié que esta ruta no era viable y se optd



por realizar la sintesis mostrada en la figura 5.8.2, partiendo de 6-bromo-2-

piridinecarboxaldehido.

El primer paso de esta sintesis es la reaccion con hidroxilamina como se muestra

en la figura 6.2.2.

Br N ‘ Br N ‘

AN

OH

Figura 6.2.2. Esquema de reaccion para la sintesis de 6-bromo-2-piridinaldoxima

Esta reaccion se hizo siguiendo un procedimiento ya reportado [69], Por lo que se
obtuvo 6-bromo-2-piridinaldoxima y se obtuvieron los espectros de IR y de *H RMN
tanto del aldehido como de la oxima para asegurarnos que se llevé a cabo la
reaccion. FTIR (reflectancia, cm™) 3206b, 3102s, 3004s, 2904m, 2784m, 1798s,
1890w, 1584s, 1548s, 1496m, 1440s, 1392s, 1310m, 1160s, 1122s, 1082w, 788s,
708s; 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 11.89 (s, 1H), 8.04 (s, 1H), 7.81-7.74 (m, 2H),
7.63 (dd, J=6.9, 1.9 Hz, 1H). Los espectros de IR y de 'H RMN se muestran en la
figura6.2.3y 6.2.4.
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Figura 6.2.3. Espectros de IR A) 6-bromo-2-piridincarboxaldehido B) 6-bromo-2-
piridinaldoxima
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Figura 6.2.4. Espectros de 'H RMN de A) 6-bromo-2-piridincarboxaldehido B) 6-bromo-2-
piridinaldoxima.

El siguiente paso de la sintesis fue la reduccion de la aldoxima con zinc para formar

la amina conforme se muestra en la figura 6.2.5.

X Zn/AcOH X NaOH X
‘ —_— —_—
Br N/ ‘ Br N/ Br/EN%
N NH NH,
\OH

3
AcO™ *

Figura 6.2.5. Esquema de reaccioén para la sintesis de 6-bromo-2-picolilamina.

La reduccion de la aldoxima, al igual que la reaccién anterior, ya se encuentra
reportada hasta la formacion del acetato [67], por lo que solo se agreg6 una base
para obtener la amina en su forma neutra y para la 6-bromo-2-picolilamina se
obtuvieron los espectros de IR y de 'H RMN. En el espectro de resonancia se
pueden observar los protones correspondientes a la piridina disustituida y el grupo
metileno, sin embargo, no se observan las sefiales correspondientes a la amina,
(aunque podrian estar debajo de la sefial del agua) y se observa ademas una sefial
en 3.16 pm que no pertenece al compuesto, tiene una integracion de 0.36 protones
y se asignoé a residuo de metanol. FTIR (reflectancia, cm) 3348b, 3050b, 2911b,
1582s, 1550s, 1435s, 1402s, 1153w, 1112m, 983m, 909w, 777m, 664w; 1H NMR
(300 MHz, DMSO-ds) 6 7.70 (td, J = 7.7, 3.7 Hz, 1H), 7.47 (id, J = 7.8, 3.3 Hz, 2H),
3.77 (s, 2H). Los espectros de IR y de *H RMN se muestran en la figura 6.2.6.
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Figura 6.2.6. A) Espectro de IR de 6-bromo-2-picolilamina B) Espectros de *H RMN de 6-
bromo-2-picolilamina

Una vez formada la amina el siguiente paso fue la formacioén del nitrilo, esta reccion
es la de menor rendimiento, sin embargo, la metodologia utilizada nos permitié
obtener el mayor rendimiento posible siguiendo el procedimiento clasico de
cianacion de bromuros aromaticos con Cu(l) [70]. El esquema de sintesis se
muestra en la figura 6.2.7.

X NaCN/Cul X
—_—
= DMF —
Br N C N
=
NH, NH,

Figura 6.2.7. Esquema de reaccion para la sintesis de 2-ciano-6-picolilamina.

En este caso, a pesar de la purificaciébn por columna, el producto no se obtuvo
completamente puro, pero se observa la presencia del nitrilo mediante la banda
caracteristica de la vibracion C=N que es una banda muy fina alrededor de 2200
cm? y por RMN se observaba que conservaba los protones aromaticos y los del
metileno como se muestra en la figura 6.2.8. FTIR (reflectancia, cm™) 3275b,
3067m, 2917w, 2238m, 1637s, 1587s, 1537m, 1453m, 1368s, 1217m, 1089w,
990m, 808w, 694w. *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.70 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 8.03
(t, J=7.8Hz, 1H), 7.92 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.45(d, J = 6.0
Hz, 2H).
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Figura 6.2.8. A) Espectro de IR de 2-ciano-6picolilamina b) Espectros de *H RMN de 2-
ciano-6picolilamina.

En el espectro de 'H RMN se observaron dos sefiales entre 8 y 9 ppm con
integracion para 1 protén cada una, sin embargo, en este paso consideramos que
podian deberse a algun subproducto y ya que por IR observamos el nitrilo necesario
para condensar la hidroxilamina, se decidié utilizar el compuesto asi para la

siguiente reaccién y hacer la purificacion al final.

Se realizé la ultima reaccion como se muestra en la figura 6.2.9.

= NH,0H =
— |
NH,
\N C \N C/
X I
NH, NH, N
HO/

Figura 6.2.9. Esquema de reaccion para la sintesis de PyAmOx-NH:

Al realizar esa reaccion pudimos obtener un producto mucho mas puro que en la
reaccion anterior, que se caracteriz6 después de su purificacion mediante técnicas
espectroscopicas convencionales, pero no resultd ser el producto de la figura 6.2.9

como se plantea a continuacion.



Por espectroscopia de infrarrojo (Figura 6.2.10) es claro que la banda que
correspondia al nitrilo desaparece y se observan las bandas en 2509 y 3393 cm™,
gue corresponden a la amina de la amidoxima, asi como una zona ancha entre 2700
y 3000 cm?, que se forma por los puentes de hidrégeno formados por la oxima y
ademas se tiene la banda que corresponde a la vibracion C=N alrededor de 1600
cmL. FTIR (reflectancia, cm™) 3509s, 3393s, 3292s, 3079b, 2779b, 1739w, 1646s,
1589w, 1526s, 1473m, 1389s, 1223m, 1175w, 957w, 810w, 719w,
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Figura 6.2.10. Espectro de infrarrojo de PyAmOXx-NH

Al analizar el espectro de 'H RMN (Figura 6.2.11) podemos observar que la
integracion corresponde a los 10 protones esperados en la molécula: *H NMR (300
MHz, DMSO-ds) 6 9.88 (s, 1H), 8.74 (s, 1H), 8.20 — 8.18 (m, 1H), 7.82 — 7.70 (m,
2H), 7.32 (dd, J = 7.1, 1.6 Hz, 1H), 6.01 (s, 2H), 4.46 (d, J = 5.6 Hz, 2H). Sin
embargo, la multiplicidad de algunas sefiales no corresponde con lo esperado, por
ejemplo, se tiene un doblete para los protones del carbono del metileno cuando se
esperaria un singulete, ademas, no es razonable que las sefiales en 8.74 y 8.19
ppm correspondan a la amina alifatica y no habria razén para que no fueran

protones equivalentes si fueran asignados a esta amina.
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Figura 6.2.11. Espectro de *H RMN de PyAmOXx-NH2

Asimismo, se obtuvo el espectro de **C RMN gue se muestra en la figura 6.2.12.
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Figura 6.2.12. Espectro de **C RMN de PyAmOx-NH2
En este espectro se observan aparentemente 7 tipos de carbonos, que son los

esperados para el compuesto PyAmOx-NHz y aparecen en un desplazamiento
guimico que corresponde 1 a un carbono alifatico, 5 a carbonos aromaticos y 1 al
carbono de la amidoxima. *C NMR (76 MHz, DMSO) & 161.73, 156.47, 149.86,
137.67, 121.79, 118.07, 42.84, A pesar de que en 3C se encontré que no se
observaron mas carbonos, aun no era clara la asignacion de protones en el espectro
de 'H RMN, por lo que se obtuvo el espectro de masas por APCI que se muestra

en la figura 6.2.13.



Figura 6.2.13. Espectro de masas por APCI de PyAmOx-NH;
Lo que podemos notar en este espectro, es que hay una fragmentaciéon muy grande,
no obstante, se alcanza a notar un fragmento en m/z=167.0896 que es muy cercano
al calculado para el ligante (m/z= 167.09), pero hay un pico que tiene una

abundancia mucho mayor en m/z=195.0850.

Ademas, se obtuvo el andlisis elemental, que tampoco concuerda con la férmula
esperada para el ligante PyAmOXx-NHz, los resultados obtenidos se muestran en la
tabla 6.2.1.

Tabla 6.2.1. Andlisis elemental del ligante PyAmOXx-NH

Férmula: C7H10N4O Peso molecular: 166.18 g/mol
_ _ Formula
Elemento %Tedrico %Experimental )
Experimental

C 50.59 48.670
H 6.07 5.070

CsHoN4O2
33.71 28.135

Debido a las inconsistencias obtenidas por los métodos espectroscopicos en la
caracterizacion, se decidio revisar en los pasos de sintesis las posibles reacciones
secundarias que pudieran estar ocurriendo y plantear un producto que si fuera
consistente con los datos espectroscopicos. Asi, por un lado lo que encontramos
fue que se puede llevar a cabo la formilacion de aminas utilizando DMF y
catalizadores de Cu(ll) y Cu(l) en condiciones muy similares a las utilizadas para
incorporar el nitrilo [71], por lo que ademas del producto de formilacion se pueden

obtener algunos otros subproductos que se muestran en la figura 6.2.14.

81
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Figura 6.2.14. A) Producto de formilacién con DMF de 2-ciano-6-picolilamina, B y C)
posibles subproductos de la reaccion de cianacion.

La formacion de estos productos explica que el rendimiento de la reaccion sea tan
bajo, ya que se consume mucho reactivo cuando reacciona con él mismo, pero
ademas nos permite plantear la formilacién de la amina explica las sefiales de ‘H
RMN que se observan en 8.70 y 8.19 ppm se pueden asignar a la amina y al protén
del formilo, la multiplicidad del doblete del metileno es congruente con su
acoplamiento al proton de la amina y también se observan las mismas sefiales
después de la reaccion con hidroxilamina, por lo tanto, la estructura final propuesta
para el ligante obtenido se muestra a continuacion:
X
HoN ‘ /
HN 9]

on " PyAmOx-NF
Con esta estructura podemos hacer la asignacion de las sefiales de *H RMN como

se muestra en la figura 6.2.15.
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Figura 6.2.15. Espectro de *H RMN y asignacion de las sefales para el ligante PyAmOx-
NF.

Ademas, al hacer una ampliacion del espectro de 3C RMN, pudimos notar la
presencia de 8 tipos de carbonos, lo cual concuerda con la estructura propuesta, los
desplazamientos quimicos experimentales y calculados mediante el programa
MestReNova V2012 asi como la asignacion para cada carbono se presentan en la
tabla 6.2.2 y en la figura 6.2.16 se muestra el espectro de *C RMN ampliado donde
se pueden apreciar mejor las sefales del ligante PyAmOXx-NF, ya que dos sefales
se esperan en desplazamientos quimicos muy cercanos (Carbonos marcados con

los numeros 2 y 7 del esquema mostrado en la tabla 6.2.2.).
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Tabla 6.2.2. Asignacion de las sefiales de los carbonos del ligante PyAmOXx-NF.

Numero de o (ppm) O (ppm)
Carbono Calculado Experimental
1 117.39 118.07
1/“"\5 2 148.49 149.83
| | 4 158.24 156.47
NN, 5 122.27 121.79
| 3 | 6 136.46 137.67
[‘i\OH HN w/ﬂ 7 151.50 149.86
1 8 45.41 42.84
10 162.54 161.73
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Figura 6.2.16. Espectro de *C RMN ampliado del ligante PyAmOx-NF.

Asimismo, cuando se calcula la relacion m/z esperada de este ligante tenemos un
valor de m/z del producto protonado (CsH1o0N4O2 + H) de 195.0804, el cual coincide

con el pico observado experimentalmente m/z=195.0850, por lo que, finalmente se



reviso el andlisis elemental nuevamente y se calcularon los porcentajes para esta

nueva estructura propuesta que se muestran en la tabla 6.2.3.

Tabla 6.2.3. Andlisis elemental del ligante PyAmOXx-NF

Formula: CgH1oN4O- Peso molecular: 194.19 g/mol
Elemento %Tedrico %Experimental

C 49.5 48.670

H 5.2 5.070

N 28.9 28.135

Con los resultados obtenidos podemos notar que el analisis elemental es mucho
MAas cercano para esta estructura que para la que se esperaba inicialmente, por lo

gue todos los analisis coinciden en que la amina esta formilada.

Aungue el compuesto obtenido no fuera el planeado, se tienen caracteristicas que
lo hacen interesante, ya que tiene una amina secundaria que puede funcionar como
donador y ademas un grupo aldehido que se puede usar para una posterior
condensacion. Como finalmente lo que nos interesaba era tener una amidoxima y
un grupo donador adicional que aumentara la estabilidad del ligante al formar
complejos metalicos, se utilizé este compuesto (pensando en que fuera fragmento
de otro) para realizar los estudios cinéticos y estudiar como se afecta la reactividad
de la amidoxima en presencia de este grupo y cationes metalicos, por lo tanto, se
midié su reactividad hacia NPA y se realizaron titulaciones potenciométricas y
espectrofotométricas para obtener mas informacion del comportamiento como

nucledfilo y sus equilibrios acido base en disolucién acuosa.

85



Titulaciones potenciométricas de PyAmOx-NF
Mediante titulaciones potenciométricas y espectrofotométricas se determinaron los
valores de pKa del ligante, en la figura 6.2.17 se muestra una curva de titulacion del

ligante PyAmMOXx-NF y se grafica el valor de pH en funcién del volumen de NaOH

agregado.
14
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Figura 6.2.17. Titulacién potenciométrica del ligante PyAmOx-NF 8.57 mM en agua a 25°C
bajo flujo de N.. Fuerza iénica impuesta con NaCl 100 mM.

La figura 6.2.18 muestra el ajuste realizado con el programa Hyperquad 2008, en el
cual los rombos azules representan los datos experimentales y la linea punteada
roja representa el ajuste al modelo planteado. Del lado superior izquierdo se
observan los valores de las constantes y en la parte inferior izquierda las cantidades

experimentales de los reactivos utilizados.
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Figura 6.2.18. Ajuste de titulacion potenciométrica de PyAmOx-NF mediante el programa
Hyperquad 2008. A) Ajuste sin impureza B) Ajuste con impureza de acido.

Debido a que en esta titulacion aparentemente se requieren 4 valores de pKa para
ajustarla y no tiene mucho sentido, se analiz6 la posibilidad de que en esta titulacion
potenciométrica hubiera una impureza de acido, como podria ser el acido férmico.
El valor de pKa de la impureza es muy cercano al reportado para este acido (3.75)
y los valores de las constantes de acidez del ligante no se modificaron. Asi, los
valores de constantes acumulativas de formacion (B) se muestran en la tabla 6.2.4

asi como los valores de pKa que de aqui se pueden calcular.

Tabla 6.2.4. Logaritmos de las constantes de formacion acumulativas y valores de pK,
obtenidos en la titulacién potenciométrica.

Especie log B
HL 12.64 £ 0.02 pKaz= 12.64
HaoL 17.12 £ 0.01 pKaz = 4.48
HsL 19.48 £ 0.03 pKa1 =2.36

A partir de las constantes obtenidas podemos proponer, con base en lo que hemos
observado para otros ligantes [41], el equilibrio para la disociacion acida del grupo
amidoxima del ligante PyAmOx-NF que se muestra a continuacion; este valor

concuerda con el valor esperado para un grupo amidoxima.
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H,N N _— H*

N HN

Ho/N HNW 6/ W
| |

pKa=12.64

Una vez terminada esta titulacion, para comprobar la estabilidad del compuesto en
disolucion acuosa y medio béasico, se conservé la disolucion a pH 13 por 24 horas.
Pasado este tiempo se encontré que el pH disminuyd hasta un valor de 12, por lo
gue se adicion6 mas NaOH para reajustar el pH a 13 y se titul6 esta misma
disolucién con HCI estandarizado. En la figura 6.2.19 se muestra la curva de
titulacion del ligante PyAmOXx-NF con HCI y se grafica el valor de pH en funcién del

volumen de HCI agregado.
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Figura 6.2.19. Titulacién potenciométrica del ligante PyAmOx-NF con HCI después de la
titulacion con NaOH, en agua a 25°C bajo flujo de Na.

Lo primero que podemos notar es que la forma de la curva no es igual, por lo que
no es un proceso reversible, sin embargo, se realiz6 el ajuste de esta titulacion al
igual que la anterior, con el programa Hyperquad 2008 como se muestran la figura
6.2.20.
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Figura 6.2.20. Ajuste de titulacién potenciométrica de PyAmOx-NF con HCI mediante el
programa Hyperquad 2008.

A partir de esta titulacion obtuvimos los valores de constantes acumulativas de
formacion (B) que se muestran en la tabla 6.2.5 asi como los valores de pKa
calculados.

Tabla 6.2.5. Logaritmos de las constantes de formacién acumulativas y valores de pKa
obtenidos en la titulacion potenciométrica con HCI.

Especie log B
HL 12.42 +0.02 PKas = 12.42
HaL 22.42 £ 0.03 pKaz= 10.00
HsL 29.20 £ 0.03 pKaz = 6.78
Hal 33.16 £ 0.03 pKar = 3.96

En esta titulacibn podemos notar que hay un grupo adicional que tiene un pKa de
10, esto parece indicarnos que la amina se hubiera desformilado, y se proponen los
siguientes equilibrios de disociacién &cida.

H,N \+ W H,N \ + H*
N N
(I |
NH* NH; NH* NH,
+
Ho” ¥ Ho”~ pKaz
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H,N \ | HoN \ | HY
[ [
NH* NH; N WHa
ho” * o PKaz
H,N N | HoN N | -
[ [
N NH; N NH,
ho” * o PKas
H,N N | HoN N | _—
[ [
N NH, _ N NH,
o™ o~ PKaa

Una posible explicacion para esta desformilacion en medio basico es que exista una
reaccion intramolecular en la que la oxima pueda desformilar a la amina como se

muestra a continuacion:

H,N X H,N X

En este caso se formaria la oxima formilada, la cual podria hidrolizarse, siendo
congruente con que en la titulacion observamos un pKa de 12.42 que corresponde
a la desprotonacion de un grupo oxima. Por ello es posible que sea una mezcla, en

la que no toda la amina se haya desformilado, por lo que podemos ver ambos pKas,



el de laamina libre y el de la oxima. Para corroborar esto, seria necesario hacer una

hidrolisis, aislar el producto y ver si efectivamente corresponde a esta propuesta.

Para comprobar la reversibilidad de esta reaccion se titul6 nuevamente la misma
disolucién (ya titulada) con NaOH, en la figura 6.2.21 se muestra la curva de
titulacion del ligante PyAmOx-NF con NaOH y se grafica el valor de pH en funcion

del volumen de HCI agregado.
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Figura 6.2.21. Titulacién potenciométrica del ligante PyAmOXx-NF con NaOH después de la
titulacion con HCI, en agua a 25°C bajo flujo de No.

Con esta titulacion pudimos notar que, aunque es similar a la primera, aparece una
especie con un pKa cercano a 10. Esta titulaciéon sblo se puede ajustar si se
considera que hay una mezcla del ligante formilado inicial (Lf) y el ligante con la

amina libre (L) como se muestra en la figura 6.2.22.

Figura 6.2.22. Ajuste de titulacién potenciométrica de PyAmOx-NF con NaOH (segunda
vez) mediante el programa Hyperquad 2008.
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A partir de estas titulaciones podemos decir que el compuesto que se titula,
PyYyAmOXx-NF no tiene ningan grupo amino libre, siendo congruente con que se
encuentra formilado y por ello no tenemos ningun pKa que pudiera corresponder a
una amina libre. Sin embargo, si se mantiene la disolucion en un medio muy béasico
(pH > 13), al realizar la titulacion con acido podemos notar la presencia de este
grupo con pKa de 10, que corresponde al pKa esperado para la amina libre, por lo
que es probable que se libere PyAMOXx-NH2. A pesar de esto, es importante sefalar
que las condiciones para que se liberara el grupo amino fueron pH muy basicos y
tiempos largos (24 horas), por lo que al realizar los estudios cinéticos podemos
considerar gue Unicamente observamos la reactividad del ligante formilado, ya que
no se realizan en valores de pH tan basicos y las reacciones se miden a lo largo de

una hora como méaximo.

Titulaciones espectrofotométricas

Se realiz6 una titulacién espectrofotométrica del ligante PyAmOXx-NF para comparar
los valores de pKa obtenidos por potenciometria, en la figura 6.2.23 muestra los
espectros UV-vis obtenidos de la titulacion del ligante PyAmOXx-NF, las flechas
indican el cambio del espectro al incrementar el pH de la disolucién en un intervalo
de pH entre 3y 13.
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0.6

Absorbancia
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T T =T
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Figura 6.2.23. Titulacién espectrofotométrica de PyAmOx-NF 0.1 mM en agua a 25°C, en
buffer de fosfatos 10 mM, NaCl 90 mM. Volumen inicial 25.0 mL.

Para analizar los datos se utilizé el programa HypSpec, con el cual se obtuvieron
los logaritmos de las constantes de formacion acumulativas (B), en la figura 6.2.24

se muestra el ajuste realizado con dicho el programa, en el lado izquierdo se
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encuentran las constantes calculadas y los datos experimentales; del lado derecho
se encuentran dos graficos, uno muestra la variacion de la absorbancia en funcion
del pH para una longitud de onda especifica, en este caso 300 nm, y el otro muestra
el espectro de absorcion a un pH elegido, se muestra pH=11.80, en ambos graficos
los rombos azules representan los datos experimentales y la linea punteada
representa el ajuste al modelo planteado. Las lineas continuas representan las

especies presentes en disolucién de acuerdo con las constantes calculadas.
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Figura 6.2.24. Ajuste de titulaciobn espectrofotométrica de PyAmOx-NF mediante el
programa HypSpec.

En la tabla 6.2.6 se muestran los valores obtenidos de las constantes de formacion

acumulativas, ademas de los valores de pKa.

Tabla 6.2.6. Logaritmos de las constantes de formaciéon acumulativas y valores de pK,
obtenidos en la titulacion espectrofotométrica.

Especie log B
HL 12.429 + 0.007 pKas = 12.43
HaoL 23.93+0.01 pKaz=11.51
HslL 30.35+£0.03 pKaz = 6.41
Hal 34.15+0.03 pKa1 = 3.79

Con esta titulaciébn, podemos notar que el valor de pKa que corresponde a la
desprotonacién de la oxima coincide con el encontrado por potenciometria, 12.42,

que es el grupo nucleofilico en este ligante.
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Estudios cinéticos

Se determind la reactividad intrinseca de este ligante hacia NPA, es decir la
constante de segundo orden que no depende del pH y por consecuencia no
depende de la concentracion; para esto se realizaron estudios cinéticos variando la
concentracion de ligante a diferentes valores de pH y se obtuvieron constantes de
primer orden (Kobs) ajustando los datos de absorbancia en funcion del tiempo a la

ecuacion (2) (seccion 5.7).

A cada valor de pH se observé una tendencia lineal de las constantes observadas
de primer orden en funcién de la concentracién total de ligante. En la figura 6.2.25.
se muestran graficados los valores de las constantes de rapidez de primer orden

obtenidas en cada valor de pH para las diferentes concentraciones de ligante.

25x10° 4
3

3.0x10 -

2.0x10° 4

2.4x10° -

1.5x10°
1.8x10°

~ s = 1.0110°
12¢10°

6.0x10" -

0.0

0.000

3.5x10°
2.8x10°

2.1x10°

‘»

8 14x10°

7.0x10° o

0.0

T T
0.005 0.010

[t M

2.7x10° q
‘»

b
X

T
0.000 0.002

T T T T T
0.004 0.006 0.008 0.010 0.012

L M

C

5.0x10" 4

0.0

T T T T
0.006 0.008 0.010 0.012

[Ll. M

T T
0.000 0.002 0.004

B

4.5x10°

3.6x10°

1.8x10° 4

9.0x10 o

0.0

T T T T
0.006 0.008 0.010 0.012

[L]. M

T T
0.000  0.002  0.004

D



9.00x10° 4

7.20x10° 4

5.40x10° 4
ﬁll)

8 3.60x10° 4

1.80x10° 4

0.00

T T T T T T
0000 0002 0004 0.006 0008 0010 0012
L. ™M

E

1.60x10” 4

1.28x107 4

9.60x10° -
12

< 6.40x10°

3.20x10° -

0.00

T T T T T
0000 0002 0004 0006 0008  0.010
L. ™M

G

4.0x10° 4

3.2x10° -

2.4x10° -
ﬁVl

~° 2
1.6x10° 1

8.0x10° -

00

T T T T T
0.000 0,002 0.004 0.006 0.008 0010
[t M

<

A
3.40x10% 4

0.010
0.008

0.006

&
0.004

0.002

0.000

0.000

2.5x10° 4

2.0x10° 4

1.5x10° 4

1.0x10 4

5.0x10° 4

0.0

T T T T
0006 0008 0010 0012
[L, M

F

T T
0.002  0.004

0.000

8.50x10° 4

6.80x10° 4

5.10x10° 4

2

1.70x10”

T T T T T
0002 0.004 0.006 0.008 0010
[L]. M

H

0.00
0.000

T T T T T
0002 0004 0006 0008  0.010
LM

J

Figura 6.2.25. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua para la
hidrélisis de NPA 0.05 mM (MeCN 2%) en funcion de la concentracion de [L]=PyAmOXx-NF
(Buffer 50 mM) a diferentes valores de pH A) 7.01 (MOPS), B) 7.52 (MOPS), C) 8.02 (EPPS)
D) 8.51 (EPPS), E) 9.01 (CHES), F) 9.50 (CHES), G) 10.02 (CAPS), H) 10.52 (CAPS), I)

11.01 (CAPS), J) 11.49 (CAPS).

El obtener un comportamiento lineal en cada valor de pH indica que la reaccion es

de primer orden y la pendiente es la constante aparente de segundo orden para

cada pH (k’, M1s1). En la tabla 6.2.7 se resumen los valores de las constantes de



segundo orden del ligante PyAmOXx-NF a cada valor de pH para la hidrolisis de NPA

y en la figura 6.2.26 se muestran graficamente estas constantes, asi como el ajuste

no lineal para determinar el pKa y la reactividad limite.

Tabla 6.2.7. Constantes de velocidad de segundo orden, k’ M1s, para la hidrélisis de NPA
0.05 mM en presencia de PyAmOXx-NF a diferentes valores de pH a 25°C.

pH
7.01
7.52
8.02
8.51
9.01
9.50
10.02
10.51
11.01
11.49

10

k' (M1s?)

0.27909
0.21979
0.30325
0.41241
0.74098
1.11434
1.72250
2.62903
4.05311
8.11239

Error
0.00685
0.00594
0.00581
0.00529
0.02529
0.01098
0.03372
0.05374
0.06821
0.52213

, M1t

10 11 12

Figura 6.2.26. Constante de velocidad de segundo orden, k' Ms, para la hidrélisis de NPA
0.05 mM en presencia de PyAmOx-NF en funcion del pH a 25°C. MOPS, EPPS, CHES o
CAPS 50 mM, 2% MeCN. La linea representa el ajuste para determinar el pKa cinético y la
reactividad intrinseca del anion amidoximato, (-) Ajuste a dos pKa, (--) Ajuste a un pKa.



Lo que pudimos notar es que, al hacer el ajuste no lineal para determinar el pKa, no
fue posible hacerlo utilizando la ecuacion 27 (Apéndice 1) que involucra una especie
con un pKa, fue necesario utilizar la ecuacion 30 (Apéndicel) que es un ajuste que
involucra dos especies con pKa distinto que presentan reactividad, en este caso se
fijo el valor del pKa de la oxima determinado por potenciometria y espectrofotometria
en 12.40, lo que nos permitié calcular la reactividad limite del oximato libre hacia
NPA obteniéndose un valor de k'= 61.24 Ms el cual corresponde a la constante
de velocidad de segundo orden para este ligante, este valor es congruente con lo

esperado para una oxima (50-100 M-1s™),

Ya que fue necesario agregar una especie mas para realizar el ajuste, se obtuvo un
pKa de 9.47, y una constante de segundo orden para esta especie es k'= 0.24 M
s, este valor puede deberse a una interaccién entre la amidoxima neutra con el
sustrato como ha sido reportada por distintos autores [63][72] y como se muestra

en el diagrama a continuacion:

R N\H

En el grupo de trabajo anteriormente se estudido que el ligante H20xIm (Figura
6.2.27) presenta reactividad en su forma neutra y tiene una constante de rapidez de
segundo orden de 0.20 Ms?, que es similar a lo obtenido para este ligante.
Ademas, se observa un pKa cinético aparente para esa especie de 10.7, el cual no
se encontr6é en ninguna de las titulaciones (Figura 6.2.27), solo se observa en
presencia del sustrato, por lo que es razonable pensar que en el caso del ligante

PyAmOx-NF suceda algo similar.



H>OxIm
pKa titulaciones: .
12.64, 12.01, 5.86, 4.20
pKa aparente por cinética:

12.6, 12.0, 10.7, 4.8

12

Figura 6.2.27. Estructura del ligante H.Oxlm y valores de pKa. obtenidos mediante
titulaciones potenciométricas y estudios cinéticos. El gréafico representa el ajuste de los
datos cinéticos a los dos modelos [27].

Por lo tanto, de los estudios cinéticos podemos ver que el ligante presenta
reactividad hacia NPA, que es del orden esperado para una amidoxima, y que
ademas tenemos otra especie que contribuye poco a la reactividad observada a
valores menores de pH, esta especie tiene un pKa de 9.47 que solo se observa por
cinética, por lo que al comparar la reactividad de este ligante con la de PyAmOXx
observamos diferencias en valores de pH menores que 11, como se muestra en la
figura 6.2.28.
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Figura 6.2.28. Constante de velocidad de segundo orden, k' Ms, para la hidrélisis de NPA
0.05 mM en presencia de (m) PyYAmOx y (o) PyAmOXx-NF en funcién del pH a 25°C. MOPS,
EPPS, CHES o CAPS 50 mM, 2% MeCN.
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Para analizar la reactividad de las especies presentes en disolucién acuosa hacia
NPA, con las constantes de formacion obtenidas por potenciometria, se obtuvo la
distribucion de especies del ligante mediante el programa HySS. Posteriormente se
sobrepusieron los valores de las constantes observadas de primer orden en funcion
del pH a una concentracion fija de ligante (obtenidas de los estudios cinéticos y
corregidas restando la contribucion del medio cuando [PyAmOXx-NF]=0 a cada valor
de pH), eso con la finalidad de ver qué especies son las que tienen reactividad hacia
NPA. (Figura 6.2.29)
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Figura 6.2.29. Distribucion de especies del ligante PyAmOXx-NF para una concentracion de
8.56 mM, sobrepuesto con las constantes de velocidad de primer orden para la hidrdlisis de
NPA 0.05 mM en presencia de PyAmOXx-NF 8.56 mM a diferentes valores de pH. Los puntos
representan las constantes y las lineas sélidas las especies presentes.

En la comparacion anterior podemos notar que el ligante completamente
desprotonado es la especie que mas contribuye con la reactividad hacia NPA, ya
gue los datos cinéticos siguen la forma de la curva de la concentracion de esta
especie, sin embargo, como vimos antes existe una contribucion que no es

despreciable y que involucra a la amina.



Estudios cinéticos con cationes metélicos

Se realizaron estudios cinéticos con el ligante PyAmOX-NF en presencia de Cd(ll) y
Zn(Il), debido a que en varios estudios previos hemos observado que son los que
presentan mayor reactividad esterolitica, manteniendo el pH constante y variando
la concentracion de ligante y metal teniendo un ligero exceso de metal en cada caso,

para la hidrélisis de NPA.

Los datos de absorbancia en funcién del tiempo se ajustaron a la ecuacion (2)
(seccion 5.7) para calcular las constantes de primer orden Kkobs y Se corrigieron por
la contribuciéon del OH medio. En la tabla 6.2.8 y 6.2.9 se muestran los valores de

las constantes obtenidas corregidas kcorron para ambos metales.

Tabla 6.2.8. Constantes de velocidad de primer orden corregidas para la hidrélisis de NPA
0.05 mM en funcién de la concentracion de [L]=PyAmOx-NF y Cd(ll) para diferentes valores
de pH (MOPS, EPPS 50 mM) a 25°C, 2% MeCN.

Kcorron % 104 (S-l)

[L] [Cd]
pH7.01 pH7.52 pH8.02 pH851
0.085 0.1 0.13 0.08 0.24 0.37
0.17 0.2 0.33 0.39 1.03 5.01
0.34 0.4 0.85 1.88 3.06 6.37
0.51 0.6 1.62 2.65 6.50 16.20
0.68 0.8 2.46 4.59 11.40 37.20
0.85 1.0 3.50 7.37 17.60 60.00

Tabla 6.2.9. Constantes de velocidad de primer orden corregidas para la hidrolisis de NPA
0.05 mM en funcién de la concentracion de [L]=PyAmOXx-NF y Zn(ll) para diferentes valores
de pH (MOPS, EPPS 50 mM) a 25°C, 2% MeCN.

Kcorron % 10% (S-l)

[L] [Zn]
pH7.01 pH752 pH8.02
0.085 0.1 0.08 0.19 0.73
0.17 0.2 0.52 1.16 0.73
0.34 0.4 1.89 4.12 4.27
0.51 0.6 4.04 8.86 14.30
0.68 0.8 6.75 17.30 30.80
0.85 1.0 10.70 27.20 50.50

Con ambos metales, las constantes observadas son mayores que las que se
observan con el ligante libre a estos valores de pH, ademas hay una diferencia clara

entre la reactividad de ambos metales, ya que el Zn es mas reactivo a valores de



pH menores, sin embargo, en pH 8.5 se observd que precipitaba el hidréxido de
zinc, a diferencia del de cadmio que precipitdé hasta pH 9, por lo que vemos que con
este grupo adicional, este ligante no logra formar complejos lo suficientemente
estables para medir en un mayor intervalo de pH. Asimismo, se comparé la
reactividad de estos complejos con la de los complejos de PyAmOXx en condiciones
similares y en la figura 6.2.30 y 6.2.31 se muestran los graficos de las constantes
observadas en funcion de la concentracion total de ligante y metal de ambos ligantes

en presencia de cadmio y zinc.
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Figura 6.2.30. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua (Buffer 50 mM,
2% MeCN) para la hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracion total de ligante
y cadmio (m) L= PyAmOx (e) L=PyAmOx-NF, a diferentes valores de pH A) 7.01 (MOPS),
B) 7.50 (MOPS), C) 8.02 (EPPS), D) 8.51 (EPPS).
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Figura 6.2.31. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua (Buffer 50 mM,
2% MeCN) para la hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracién total de ligante
y zinc (m) L= PyAmOx (e) L=PyAmOXx-NF, a diferentes valores de pH A) 7.01 (MOPS), B)
7.50 (MOPS), C) 8.02 (EPPS).

Al hacer las comparaciones podemos notar que, tanto con cadmio como con zinc,
las constantes observadas son menores cuando se usa el ligante PyAmOx-NF, en
algunos casos la disminucidn es de hasta 6 veces respecto al ligante PyAmOX, esto
se debe a que la presencia del grupo formilo en la estructura del ligante no favorece

la formacion de complejos metalicos suficientemente reactivos.

Otra posible explicacion es que, cuando se coordinan los cationes metalicos, estos
catalicen la desformilacion de la amina, ya que al coordinarse modifican la densidad
electronica por lo que este sitio es susceptible para un ataque nucleofilico como se

muestra en el siguiente esquema:



H,N \ HoN \

En este caso los nucledfilos presentes en disolucion son iones OH" y el complejo
ML* que se forma al desprotonarse la oxima, por lo que si el nucledfilo es ML*, se
formaria la oxima formilada y se generaria el grupo amina de forma similar a lo que

se propuso al analizar las titulaciones del ligante:

H,N \

Si esto ocurre, generaria que el grupo oximato, que es el nucledfilo, no esté
completamente disponible para realizar la hidrdlisis del sustrato, ademas al estar en
una concentracion mucho menor, seria mas probable que ocurriera la reaccion de
desformilacion que la hidrélisis de NPA y por lo tanto observamos esa disminucién
en la reactividad en comparacién con el ligante PyAmOXx, este mecanismo seria
interesante, sin embargo, se requieren mas experimentos para estudiarlo, los cuales

quedan fuera de los limites de este trabajo.

Asi podemos decir que el grupo amidoxima tiene la reactividad que se busca, y el
ligante PyAMOXx-NF es mas adecuado para formar parte de otro ligante que para
formar directamente complejos cataliticos en la hidrdlisis de ésteres carboxilicos y

fosfatos.



6.3 Modificacion covalente de un dendrimero

Debido a que en este trabajo se estudiaron las reacciones de hidrolisis de NPA y
ésteres fosfato catalizadas por complejos metalicos de PyAmOx en medios
supramoleculares y se encontraron resultados alentadores, se plante6 estudiar esta
catalisis, pero modificando covalentemente el dendrimero GO como se mostré en la
figura 5.8.3. Para ello se partio de 2-acetil-6-bromopiridina para obtener 2-acetil-6-
cianopiridina para posteriormente condensar la cetona a los grupos amino

terminales del dendrimero y después realizar la reduccion de las iminas formadas,

Para obtener 2-acetil-6-cianopiridina se probaron diferentes procedimientos, el
primero se muestra en la figura 6.3.1, esta metodologia se encontro reportada para

distintos bromuros de heteroarilo para formar los correspondientes nitrilos [73].

X K,4[Fe(CN),], X
R
o) = 1-metilimidazol (o) P
N Br N T

N

Figura 6.3.1. Esquema de reaccién para la sintesis de 2-acetil-6-cianopiridina con 1-

metilimiazol como disolvente.

Esta reaccion se repitié en diferentes condiciones, primero se realiz6é en un tubo de
presion, en la linea de vacio agregando el disolvente directamente del frasco y
finalmente se realizé una tercera prueba secando el disolvente con KOH y haciendo
la adicion mediante una canula manteniendo en todo momento el sistema bajo
atmosfera inerte. Sin embargo, no se pudo obtener un rendimiento mayor al 15% a
pesar de que se reportan rendimientos mayores al 90%, aunque estos rendimientos
estan reportados mediante cromatografia de gases de mezclas de reaccion, es
decir, de productos no aislados, para compuestos que no tienen el grupo piridina
[73]. Asi que al emplear piridinas con cetonas como sustituyentes que completan la
sustituciéon en las posiciones 2,6, la sintesis resulté ser mas complicada. Buscando
mejorar el rendimiento, se buscd otra metodologia y se encontré que podian
obtenerse arilcianuros utilizando CuCN con DMSO como disolvente utilizando
microondas [74] (Figura 6.3.2.)



X CuCN X
H
o) = DMSO o) Yz

N Br N T

Microondas N

Figura 6.3.2. Esquema de reaccion para la sintesis de 2-acetil-6-cianopiridina utilizando

microondas

En este procedimiento, al igual que en el anterior, no se utilizaba la misma piridina
como materia prima y tampoco con los mismos sustituyentes, a pesar de esto se
obtuvo el producto y se logré6 aumentar el rendimiento a un 20% reduciendo el

tiempo de reacciéon a de 16 horas a 1 hora.

Finalmente se decidid hacer la reaccién siguiendo un procedimiento encontrado en
una patente [75] utilizando NaCN, Cul y DMF como se mostro en la figura 5.8.4 de
la metodologia (seccion 5.8), donde también se describid el procedimiento
experimental con mas detalle. De esta reaccion se obtuvo como maximo un
rendimiento de 30% por lo que se decidi6 trabajar con este procedimiento, se obtuvo

el producto y se caracterizé6 mediante *H RMN e IR.

En el espectro de IR, es clara la formacion del nitrilo al comparar la materia prima
con el producto (Figura 6.3.3), se puede observar la aparicion de la banda en 2232
cm® en el producto que corresponde a la presencia del nitrilo y ademas observamos
la banda de la vibracién C=0 de la cetona alrededor de 1700 cm?, que por la
presencia del nitrilo aparece ligeramente desplazada. FTIR (reflectancia, cm)
3427w, 3254w, 3067w, 2929w, 2232w, 1702s, 1613m, 1527s, 1442m, 1360m,
1261m, 1079m, 993m, 815m, 772s, 661w, 565m.
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Figura 6.3.3. Espectros de IR de A) 2-acetil-6-bromopiridina B) 2-acetil-6-cianopiridina.

En el espectro de *H RMN podemos observar el desplazamiento de las sefiales de
los protones aromaticos de 7.95ppm a 8.26ppm por la presencia del nitrilo, se

conserva la sefial de los protones del metilo de la cetona (Figura 6.3.4). 'H NMR
(400MHz, DMSO-ds) & 8.26 (m, 3H), 2.65 (s, 3H).
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Figura 6.3.4. Espectro de RMN 1H de A) 2-acetil-6bromopiridina B) 2-acetil-6-cianopiridina

Una vez caracterizado el producto, se realizé la condensacién con el dendrimero

como se muestra en la figura 6.3.5.
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Figura 6.3.5. Esquema de reaccion para la condensacion de 2-acetil-6-cianopiridina con un
dendrimero PAMAM GO.

En la reaccion anterior se intent6é separar el producto por columna, pero al ser una
imina se descompone, por lo que en la misma mezcla de reaccion se hizo la
reduccion de la imina con borohidruro de sodio (aminacién reductiva). Bajo estas
condiciones el nitrilo también se reduce para formar la amina correspondiente, esto
lo pudimos ver por IR (Figura 6.3.6) donde se nota que la banda en 2200 cm™ no
esta presente, ademas no se pudo caracterizar por resonancia ya que el producto
obtenido no es suficientemente soluble en ninguno de los disolventes deuterados

gue se tenian disponibles para este analisis (DMSO, cloroformo, metanol, agua).
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Figura 6.3.6. Espectros de IR de 2-acetil-6-cianopiridina condensado con dendrimero GO
después de la reduccion con NaBH..

Al realizar esta reaccion pudimos notar que la ruta planteada en un principio para
modificar el dendrimero no seria posible, debido a que no encontramos un agente
gue nos permitiera una reduccion selectiva, y como resultado el nitrilo se redujo

junto con la imina, por lo que no se podria realizar la reaccion con hidroxilamina



para formar la amidoxima y el dendrimero ya no tendria la terminal nucleofilica que

se planteaba incorporar, (como se muestra en la figura 6.3.7).

NH, Z N
— N o}
HoN O i o NH
0 e N “a
HN-C_ \ -,
N N - NN —_— v \'}NH
NN o N t
HN o HN N
~ 0 NH; ~ ° LN AN
HoN Na N ©
9 NaBH,
NaBH,
() B »
i | N | : = NS Z ‘ N
HN A NH N-oy \N\ JH N SN NH NH,
| Q
O, NZ o, HN
O HN\_\ o NH HN NH, . 0 NH
HN v Ml HN{_\
&—\NIN HN«/\NIN NWNH
NH D N
HN NH OH HN [¢] \—\NH N NH NH,
HO ~ N A ~ ° N AN NHz  HN N

Figura 6.3.7. Esquema de sintesis para la modificacion del dendrimero PAMAM GO.

Esperando que el nitrilo se redujera a una amina, se podria intentar condensar
butanodiona monoxima y posteriormente hacer la reduccion, de este modo tener
una oxima como se muestra en la figura 6.3.8. Sin embargo, el problema principal
era investigar si la condensacién entre el dendrimero y una cetona de una piridina
en posicion 2,6 era posible, por lo que se decidio realizar la sintesis mostrada en la

figura 5.8.6. partiendo de 2,6-diacetilpiridina monoxima.

Figura 6.3.8. Estructura de un dendrimero modificado con 2-acetil-6-cianopiridina y
butanodionamonoxima.

La sintesis de 2,6-diacetilpiridina monoxima se realiz6é siguiendo un procedimiento
ya reportado [76], como se mostré en la figura 5.8.5. Se obtuvo 2,6-diacetilpiridina

monoxima y se caracterizd6 mediante IR y 'H RMN como se muestra en la figura



6.3.9. FTIR (reflectancia, cm™) 3286b, 3075w, 1680s, 1580s, 1454m, 1360s, 1326m,
1250s, 1156w, 1119w, 1006s, 943m, 816m, 729, 647m, 597m; 'H NMR (300 MHz,
DMSO-ds) & 11.71 (s, 1H), 8.08 (dd, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H), 7.98 (t, J = 7.7 Hz, 1H),
7.91 (dd, J = 7.6, 1.3 Hz, 1H), 2.66 (s, 3H), 2.28 (s, 3H).
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Figura 6.3.9. A) Espectro de IR de 2,6-diacetilpiridina monoxima B) Espectros de *H RMN
de 2,6-diacetilpiridina monoxima.

Una vez obtenida la monoxima, se intentd realizar la condensacion con el

dendrimero GO de acuerdo con el procedimiento descrito en la seccion 5.8., del



producto obtenido se obtuvieron los espectros de IR y de *H RMN y se compararon

tanto con los del dendrimero como con los de 2,6-diacetilpiridina monoxima (Figura

6.3.10. y 6.3.11)

100
804
60 -
8
=
40
e
" S ol
\'M{_\ N/‘>‘N
204 AN
w T
/J
0 T T T T 1
400BB5003000 2500 2000 1500 1000 500
log cm™

Figura 6.3.10. Espectros de IR A) Dendrimero PAMAM GO B) Producto de la reaccion entre

T, %

100 4

80+

60

T T
4005003000 2500 2000

2,6-diacetilpiridina monoxima y el dendrimero GO.

T
1500

log cm™

B

T
1000

o - P N
N N
N R
\NH’jé/;) -
o \?’v't 3'*"“/
Nemd N
/ P
! ¢ -
AN ’ N,
/"’" 2
HN
'
18 17 1‘6 15 1‘4 1‘] 12 1‘1 10 6 5 ‘4 3 2 1 ;.) "1

A

9 8 7
f1 (ppm)

1800

1700

L 1600

1500

L 1400

1300

1200

L1100

1000

1800

700

500

1400

300

{200

L 100

i--100

1
500

110



7000

—230

224

L6500
L6000
L5500
PN NN L5000

I I Q- 14500
= /N 4000

AN, N 'S 3500
m/\/\w/‘\% N7 13000
L2500
L2000

1500

T | B

9 8 7
f1 (ppm)

B

Figura 6.3.11. Espectros de HRMN A) Dendrimero PAMAM GO B) Producto de la reaccién
entre 2,6-diacetilpiridina monoxima y el dendrimero GO.

Lo que pudimos notar de esta reaccion fue que al usar exceso de la oxima para
realizar la condensacion y por la similitud en la solubilidad, no se pudo separar
completamente la imina de la oxima sin reaccionar, tanto en resonancia como en IR
podemos ver que tenemos una mezcla de ambos y la cantidad formada de imina es
muy pequefia, indicando que la condensacion es demandante. Para esta reaccion
se probaron diferentes condiciones sin embargo el dendrimero puede hidrolizarse
si se emplean temperaturas por encima de 80°C y tiempos de reaccion mayores a
48 horas, por lo que no es conveniente elevar demasiado la temperatura, y la oxima
al ser un nucledfilo puede también reaccionar con el dendrimero incluso con la imina
formada desfavoreciendo la formacion del producto deseado. Ademds, por
espectrometria de masas por ESI (Figura 6.3.12) no se observé la formacion del
producto deseado ya que el pico (m/z) no coincide con el calculado. m/z: 1156.641

0 con alguna fragmentacion.
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Figura 6.3.12. Espectro de masas por ESI para el producto de la reaccion entre 2,6-
diacetilpiridina monoxima y el dendrimero GO.

Para evitar que la oxima pudiera estar afectando la reaccion, se protegio la oxima
de acuerdo con un procedimiento ya reportado [77] como se muestra en la figura
6.3.13.

X X
\H/Ej\K i i B |
N/ + )k /H\ - N/ o)
I N|\ o AcOEt | N|\ )J\
OH 0

Figura 6.3.13. Esquema de reaccion para formar la oxima acetilada.

Se obtuvo la oxima acetilada y se caracteriz6 satisfactoriamente mediante
espectroscopia de infrarrojo y THRMN (Figura 6.3.14). FTIR (reflectancia, cm™):
3530w, 3366w, 3083w, 3000w, 2925w, 1767s, 1687s, 1623m, 1573m, 1449w,
1414w, 1360s, 1295m, 1244m, 1194s, 1148m, 1079m, 984m, 933m, 836s, 746w,
701w, 636m, 594s; 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.21 (dd, J = 7.6, 1.5 Hz, 1H),
8.11 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 8.05 (dd, J = 7.6, 1.5 Hz, 1H).
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Figura 6.3.14. A) Espectro de IR de 2,6-diacetilpiridina monoxima acetilada B) Espectros de
H RMN de 2,6-diacetilpiridina monoxima acetilada.

Una vez caracterizada la oxima acetilada se realiz6 la misma reaccion para
condensar el dendrimero sin embargo el resultado fue similar y ademas, al hacer la
reaccion la oxima se desprotege (la desacetilcién procede relativamente facil), por
lo que no fue posible realizar la modificacion del dendrimero siguiendo las rutas de

sintesis planteadas.

Una de las principales causas fue que la cetona de la piridina no es tan reactiva y al
no poder elevar demasiado la temperatura la reaccidn se vuelve mas dificil, ya que
solo se puede modificar el tiempo de reaccion, sin embargo, los tiempos de reaccion
utilizados fueron de hasta 1 semana sin resultados mucho mas favorables. Por lo
que el principal problema en esta sintesis es que la cetona no condensa en

condiciones en las que el dendrimero no se degrada.



7. Analisis de los resultados cinéticos en medios
supramoleculares

Lo primero que se estudio fue el efecto del pH tanto para el tensoactivo como para
los dendrimeros, como vimos el efecto del tensoactivo no depende del pH, sin
embargo, en los dendrimeros si, por lo que al hacer la hacer un diagrama de
distribucion de las especies del dendrimero GO con los valores de pKa ya reportados
[78][79] podemos ver que a un valor de pH 7 los grupos amino externos se

encuentran casi totalmente protonados como se muestra en las figuras 7.1y 7.2.
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Figura 7.1. Diagrama de distribucién de especies del dendrimero GO 0.5 mM en funcién del
pH. Se muestra la estructura del dendrimero con los protones numerados.
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Figura 7.2. Diagrama de distribucién de especies del dendrimero G1 0.5 mM en funcion del
pH. Se muestra la estructura del dendrimero con los protones numerados.

114



Ya que los grupos NH2 pueden actuar como nucledfilos, se evalud la contribucion
de estos grupos, considerando que la reactividad nucleofilica de una amina primaria
hacia NPA es del orden de 0.03 M-1s1 [25], y utilizando la concentraciéon de “amina
libre” total, es decir, considerando a todos los grupos amino desprotonados del
dendrimero de acuerdo con el diagrama de distribucion de especies, las
concentraciones calculadas de “amina libre total” ([NHzJwtal) asi como las constantes
de rapidez esperadas se muestran la tabla 7.1.

Tabla 7.1. Concentracion total de amina libre [NH:iota y cOnstante de rapidez esperada, Kops
(s?) calculada para los grupos amino de los dendrimeros GO y G1.

GO G1
pH

[N Hz]total (M) kobs (S_l) [N H2]tota| (M) kobs (S_l)
7.0 2.24x10 6.71x107 2.25x10 6.75x107
7.5 8.34x 10 2.50x10 1.28x10 3.83x10®
8.0 2.50x10% 7.51x10% 4.51x10% 1.35x10°
8.5 5.96x10% 1.79%10° 1.10x1073 3.31x10%

Con las consideraciones realizadas, y tomando como referencia la contribucion de
los grupos amino, no se observa una contribucién importante, sin embargo, se ha
reportado que la contribucion por amindlisis de los dendrimeros puede ser
significativo (Vo = 8.6x10° M/s? a pH 8.5, [NPA]=0.014 14 M [G4]= 0.1 mM [58]) por
lo que, para hacer un analisis detallado, se debe medir a las condiciones de trabajo
y restar esta contribucion para hacer comparaciones cuantitativas. Al incrementar la
generacion de dendrimero aumentamos el nimero de grupos amino que pueden
actuar como nucledfilos, sin embargo, vemos que en pH 7 esta contribucién es

pequefia, y sOlo se vuelve mas importante al incrementar el pH.

Este comportamiento es similar para los dendrimeros de mayor generacion por lo
que los cambios en el pH afectan la protonacién del dendrimero y por lo tanto la
carga total y la estructura en disolucion, lo que a su vez modifica su capacidad de
interactuar con los nucledfilos y el sustrato, como vimos al hidrolizar NPA con el
ligante PyAmMOXx y cadmio, en la figura 7.3 se muestra la comparacion cuando se
utiliza el dendrimero G1 en pH 7y pH 8.5, y es evidente que en pH 8.5 el dendrimero



ya no esta teniendo un efecto sobre la reactividad, a diferencia de CTAB donde se

encontré que el incremento era constante en distintos valores de pH.
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Figura 7.3. Constantes observadas de primer orden (kops) @ 25°C en agua (MOPS, EPPS
50 mM, 2% MeCN) para la hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracién total
de [L]=[Cd] (m) ausenciay (A) presencia de dendrimero G1 0.5 mM, para diferentes valores
de pH: A) 7.16 B) 8.50

Otro aspecto estudiado fue cémo afecta la generacion del dendrimero y la
concentracion de las especies reactivas, en la figura 7.4 se muestra la comparacién
de la reactividad del ligante PyAmOXx en presencia de cadmio y zinc para la hidroélisis
de NPA en presencia y ausencia de dendrimeros de diferentes generaciones y el

tensoactivo CTAB.
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Figura 7.4. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua pH 7.00 (MOPS,
EPPS 50 mM, 2% MeCN) para la hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracion
total de [L]=[M] (m) ausencia y presencia de dendrimero 0.5 mM, (e) GO, (A) G1, (V)G4,
(#)CTAB A) M=Cd B) M=Zn



Lo que podemos notar en el caso de los dendrimeros es que, conforme la
generacion del dendrimero incrementa, el efecto catalitico relativo es mayor. Esto
se interpreta como un incremento de los sitios en donde pueden incluirse las
especies. Para ambos cationes metalicos los mayores efectos cataliticos se
observan cuando la concentracion [L]=[M] es menor que la del dendrimero
empleado, esto debido a que conforme se incrementa la concentracién de las
especies reactivas respecto a la del dendrimero la contribucién de las especies
reactivas que no estan incluidas en el dendrimero se vuelve mayor, ya que la

constante observada puede expresarse como:

kobs = kOH [OH] + kL [L] + kML [ML] + kOHDend [OH]Dend + kLDend [L]Dend
+ kMLDend [ML]pena + kNHz—Dend [NH, — Dend]

3)

En la que la constante observada se expresa como una suma de las constantes de
segundo orden (Ms1) multiplicadas por la concentracién molar de cada especie en

la disolucion y dentro del dendrimero.

En este caso, debido a que se trabajé a pH 7, la contribucién a la hidrdlisis por la
concentracion de OH- puede despreciarse (1.4x10° s1), asi como la del ligante
desprotonado (3.7x1077 s1), ya que las concentraciones son del orden de 10° M, por

lo tanto, la constante observada puede expresarse como:

Kobs = kmrp; [ML]pis + kmppong[MLlpena + knty-pena[NH, — Dend]

(4)

Con esto en cuenta, si la concentracion de ML en el seno de la disolucion es mucho
mayor que la concentracion en el dendrimero, la constante observada es igual a la
suma que se obtiene de ambas, esto tambiéen puede aplicarse a CTAB, donde en

lugar del dendrimero se tiene la fase micelar.

Otro aspecto relevante estudiado fue el cambio de la constante observada en
funcion de la concentracion de dendrimero y tensoactivo para la hidrélisis de NPA,

en la figura 7.5 se muestran graficos de la constante observada en funcion de la



concentracion de dendrimero G1, G4 y CTAB por el ligante PyAmOXx en presencia

de cadmio y zinc.
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Figura 7.5. Constantes observadas de primer orden (kobs) @ 25°C en agua para la hidrdlisis
de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracién de (m) CTAB (A) G1 (e) G4, pH 7.00,
MOPS 50 mM, concentracién total de [L]=0.5 mM, [M]=0.1 mM. A) M=Cd, B) M=Zn.

Con esta comparcion es evidente que los dendrimeros tienen un efecto catalitico
mayor que el tensoactivo ademas de que la concentracion utilizada es mucho
menor, ya que el tensoactivo debe utilizarse en concentraciones mayores a su CMC,
sin embargo con cadmio notamos que al considerar el nimero de agregaciéon de
CTAB el efecto es del mismo orden que el observado con el dendrimero G4, ya que
las rectas con CTAB y Pamam G4 en la figura 7.5.A tienen una pendiente muy

similar.

En presencia de PyAmOx y zinc, notamos que la adicion de CTAB disminuye la
rapidez de hidrdlisis de los ésteres estudiados debido a que el zinc forma varias
especies en disolucion con diferente carga y estequiometria y es posible que no
todas se incluyan en las micelas o que las que se incluyen modifiquen los equilibrios

en disolucion.

Ademas se comparo el efecto que tiene el dendrimero G4 sobre la reactividad del
ligante PyAmOX libre y en presencia de cationes metalicos en la hidroliss de NPA

como se muestra en la figura 7.6.
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Figura 7.6. Constantes observadas de primer orden (kops) @ 25°C pH 7.00, MOPS 50 mM
en agua para la hidrélisis de NPA 0.05 mM en funcién de la concentracién de dendrimero
G4 (m) [L]=0.5 mM (e) [L]=[Cd]=0.1 mM (A) [L]=[ZNn]=0.1 mM.

Como puede observarse, el ligante en ausencia de cationes metalicos no presenta
un incremento en su reactividad tan relevante como el que se tiene en presencia de
cadmio y zinc, ademas en la comparacion de la figura 7.6 el ligante se encuentra
cinco veces mas concentrado, por lo que la concentracion de las especies

cinéticamente activas es menor y el efecto real es en realidad mucho méas grande.

Respecto a los ésteres fosfato, se estudié el efecto del tensoactivo cationico CTAB
sobre la reactividad de los complejos metal-amidoximato y se compar6 con el del
dendrimero PAMAM-G4 que fue el que presentd mayor reactividad. Se analiz6 la
reactividad variando la concentracion metal:ligante utilizando una concentracion fija
de CTAB y dendrimero PAMAM-G4 a pH constante y en las figuras 7.7 y 7.8 se

muestran las comparaciones para cadmio y zinc respectivamente.
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Figura 7.7. Constantes observadas a 25°C para la hidrélisis de A) paraoxén, B) paration
0.05mM en funcion de la concentracion [L]=[Cd] en (m) ausencia y (e) presencia de
dendrimero G4 0.5 mM o (A) CTAB 5 mM pH 7.00 (MOPS 50 mM)
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Figura 7.8. Constantes observadas a 25°C para la hidrélisis de A) paraoxén, B) paration
0.05mM en funcion de la concentracion [L]=[Cd] en (m) ausencia y (e) presencia de
dendrimero G4 0.5 mM o (A) CTAB 5 mM pH 7.00 (MOPS 50 mM).

Se puede notar que, con ambos metales, para lograr un incremento de la reactividad
significativo es necesario utilizar concentraciones grandes de tensoactivo, en este
caso 5 veces mas concentrado que el dendrimero para lograr tener un efecto similar

0 incluso mucho menor.

En el caso de cadmio, al utilizar paraoxén si hay un efecto sobre la reactividad al
utilizar tensoactivo, pero este es muy pequefio comparado con el que se obtuvo con
el dendrimero PAMAM-G4, sin embargo en el caso de paration al utilizar
concentraciones pequefias de metal:ligante se tiene un efecto comparable al del
la

dendrimero pero después hay una disminucion conforme incrementa

concentracion.

Con zinc se observo que en la hidrélisis de paraoxoén, el afiadir CTAB no modifica
significativamente la reactividad observada como en el caso del dendrimero
PAMAM-G4 donde se observé un incremento notable en las constantes de rapidez
observadas. Con paration los resultados cinéticos fueron similares a los obtenidos
con cadmio, en donde se nota un incremento en la reactividad, pero al incrementar
la concentracién metal ligante el efecto va disminuyendo. Esto puede explicarse con
la hidrofobicidad de los sustratos, ya que el paration al ser el menos soluble puede

incluirse en las micelas y no estar disponible para su hidrélisis.



Respecto a la modificacion covalente del dendrimero, no fue posible realizar la
sintesis, por lo que no se pudo comparar la reactividad cuando el grupo amidoxima
esta unido covalentemente al dendrimero, sin embargo, estudiar como afectan a la
reactividad estos medios de reaccion supramoleculares al interaccionar de forma no
covalente nos proporcion6 informacion importante y en un futuro se espera poder

incorporar el grupo deseado al dendrimero.



8. Modificaciéon del ligante PyAmOXx

Se planted realizar la modificacion del ligante PyAmOx para incorporar en su
estructura otro grupo donador que proporcionara mayor estabilidad al formar
complejos con cationes metalicos, por lo que se buscaba la sintesis del ligante
PyAmOx-NHz, sin embargo, por la ruta y las condiciones de sintesis utilizadas, se

obtuvo el ligante PyAmOXx-NF.

N |

C
l!l| NH \OH \‘
N ; |

PyAmOx-NH:2 PyAmOx-NF

Debido a que el ligante PyAmOXx-NF tenia en su estructura la amidoxima y un grupo
adicional que pudiera proporcionar estabilidad a los complejos metalicos, se
realizaron estudios cinéticos para determinar su reactividad hacia NPA tanto del
ligante libre como en presencia de cadmio y zinc. Se encontré que la reactividad del
grupo oximato era comparable con la del ligante PyAmOx (Kpyamox-nF= 61.24 M-1s1)

y ademas la basicidad era del mismo orden (pKa= 12.40).

Un aspecto importante de este ligante fue que, al realizar las titulaciones
potenciométricas encontramos que estas no eran reversibles, ya que, al pasar de
un medio muy basico a uno acido, observamos un pKa adicional que es cercano al
esperado para la amina del ligante PyAmOx-NH2, esto parece indicar que se

hidroliza liberando el grupo amino.

Al estudiar la hidrélisis de NPA en presencia de cationes metalicos, pudimos darnos
cuenta que la reactividad de los complejos con el ligante PyAmOXx-NF era mucho

menor que con el ligante PyAmOx, sin embargo, es importante conocer la



reactividad de este fragmento libre para poder, posteriormente analizar la

reactividad de los derivados de interés que se puedan sintetizar.

De todas formas, seria deseable obtener el ligante propuesto inicialmente, ya que
con una amina primaria proporcionaria mayor estabilidad a los complejos metalicos
y probablemente nos permitiria estudiar la reactividad en un intervalo mayor de pH.
Ademas, al realizar una condensacion con butanodiona monoxima y después
realizar una reduccién, se podria obtener un ligante con dos nucledfilos (Figura
7.2.1), una oxima (que se sabe que tiene una alta reactividad en presencia de
metales) y una amidoxima que podria servir como nucledfilo adicional para poder
desacilar el nucledfilo una vez que se lleva a cabo el ataque nucleofilico al sustrato

y lograr complejos que operen en un régimen catalitico hacia ésteres fosfato.
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N N
= \OH

. _OH
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Figura 7.2.1. Estructura propuesta para la incorporacién de una oxima al ligante PyAmOx-
NH:



9. Conclusiones

Se evaluo el efecto de medios de reaccion supramoleculares en particular de
dendrimeros PAMAM Yy el tensoactivo catiénico CTAB, al interactuar de forma no
covalente en la hidrolisis de ésteres carboxilicos y fosfatos catalizada en presencia

de complejos metal-oximato del ligante PyAmOX.

Al usar CTAB, al ser un tensoactivo cationico, el pH no tiene influencia sobre el
efecto catalitico observado y las especies reactivas no modifican significativamente
Su pKa.

La reactividad de los complejos metal-oximato, en presencia de CTAB, es diferente
al emplear zinc o cadmio: con cadmio la reactividad aumenta alrededor de cinco
veces en presencia de tensoactivo, mientras que con zinc la adicién de CTAB
disminuye la rapidez de hidrdlisis de los ésteres estudiados. Con cadmio la Unica
especie activa es [CAPYyAmOXx]*, mientras que con zinc se forman las especies
[ZnPYyAmOX]*, [Zn(PYAmOX)2] y [Zn2(PYAmOx)20OH]*, por lo que es probable que la
inclusion de la especie neutra en la fase micelar de CTAB, disminuya la cantidad de
las otras especies activas de zinc.

El efecto de CTAB en la reactividad de los complejos es diferente hacia ésteres
carboxilicos y fosfato, ya que con sustratos mas hidrofébicos, como paration, se

observo una disminucion de la reactividad.

En presencia de dendrimeros PAMAM de diferentes generaciones, observamos un
incremento en la velocidad de reaccién de los complejos metal-amidoximato de casi
100 veces, este efecto que se vuelve mas relevante conforme incrementamos la

generacion del dendrimero aunque hay cierta contribucion por amindlisis de NPA.

Cuando se utilizan los dendrimeros como medio supramolecular de reaccion, el pH
Optimo es 7. En este valor de pH, los grupos amino terminales del dendrimero se
encuentran protonados favoreciendo una estructura globular con las terminales
amino separadas, permitiendo que en sus cavidades haya una mejor interaccion

entre los sustratos y los complejos metal-amidoximato.



El efecto catalitico de los dendrimeros y del tensoactivo es muy similar al comparar
la cantidad de grupos amino y amonio presentes, pero en términos de la cantidad
empleada de ambos, con los dendrimeros este efecto se observa a concentraciones

mucho menores que las de CTAB.

El uso de dendrimeros permite incrementar la rapidez de la hidrdlisis tanto para
complejos de zinc como de cadmio con PyAmOX, a diferencia de CTAB en el que

los complejos de ambos cationes metélicos tienen un comportamiento opuesto.

Se realiz6 la sintesis y caracterizacion del ligante PyAmOXx-NF confirmando la
estructura propuesta y se determinaron sus constantes de acidez observandose que

hay una desformilacion de la amina en medios muy basicos.

El valor de pKa obtenido para la desprotonacion del oxigeno de la amidoxima del
ligante PyAmMOXx-NF es muy cercano al obtenido para PyAmOx ya que el grupo
adicional no deberia influir mucho sobre la basicidad de este nucledfilo.

La reactividad del ligante PyAmOx-NF hacia NPA corresponde a la esperada para
esta amidoxima y se comporta como a-nucledéfilo. Ademas, hay una especie que
presenta reactividad hacia NPA con un pKa de 9.5 y que contribuye a la reactividad.
Esta especie aparece Unicamente en los datos cinéticos y por ello se propone que

se deba a una interaccidon con el sustrato.

En presencia de cationes metdlicos, el ligante PyAmOXx-NF presenta una mayor
reactividad, sin embargo, el hecho de que esté formilado no permite formar
complejos més estables que los del ligante PyAmOX. La reactividad hacia NPA es
5 veces menor probablemente debido que el nucledfilo participa en la desformilacion

de la amina.
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Apéndice |
Determinacion de kobs a partir de método integral
La ecuacion cinética para la reaccion de hidrolisis del éster NPA se expresa de la

siguiente manera:

d[NP"]
dt

= k[NPA][Nuc]

(1)
Se considera que es de orden uno respecto a cada especie, ademas en las
condiciones utilizadas se trabajo siempre en exceso de nucleofilo, por lo que esta
concentracion se mantiene practicamente constante en funciéon del tiempo y esto
permite tener una ecuacién cinética de pseudoprimer orden para la apariciéon de

nitrofenol que se expresa como:

d[NP~] d[NPA]
2)
Cuando se integra la ecuacion diferencial para t=0 se obtiene:
j d[NPA] _ e s
[NPA] - obs
3)
[NPA] = [NPA],e Kobst
(4)
Y se tiene el balance de masas para NPA como se muestra a continuacion:
[NPA] = [NPA], — [NP~]
)

Para obtener una dependencia en funcion de la concentracion de NPA inicial se
sustituye la concentracién de NPA en la ecuacion (4) y se despeja la concentracion
de NP



[NPA], — [NP~] = [NPA],e ¥obst

(6)
[NP~] = [NPA], — [NPA], e Kobst
(7)
[NP~] = [NPA], (1 — e *ovst)
(8)

Recordando la ley de Lambert-Beer, y considerando que se cumple en nuestro
sistema, esta relaciona proporcionalmente el producto del coeficiente de absorcién
molar, la concentracion y la longitud que atraviesa la luz en el medio con la
absorbancia:
A =¢lC

©)
Teniendo en cuenta que el paso 6ptico que se utilizé fue de 1 cm de longitud, y que
la absorbancia del NP~ se monitore6 a una longitud de onda de 400 nm, la
absorbancia de la especie en funcion de la concentracion se puede expresar como:

A%00 = 300 [NP]

(10)
Si se despeja la concentracién de NP- de la ecuacion (10), se sustituye en la
ecuacion (8) y se despeja la absorbancia a 400 nm se obtiene la siguiente
expresion:

AR = {00 [NPA],(1 — ekonst)

(11)

Ademas, a un tiempo infinito, habra una conversiéon completa del NPA inicial:
4400 _ A?r?})(l — e~ Fobst)
(12)

Sin embargo, la lectura se realiza a un tiempo (to), de forma que habrd una
concentracion inicial del producto, debida al tiempo de transformacion no
monitoreado igual a (Ao) por lo que la ecuacion final queda expresada como:
A*0 = Ay + (A — Ag) (1 — e(TFobst)
(13)

Donde ti es el tiempo instrumental: ti = t-to



Determinacion de la kobs @ partir del método de rapidez inicial

La ecuacion cinética que expresa la rapidez inicial de hidrélisis del NPA para

tiempos cortos tiene la siguiente forma:

d[NP~],

T = k[NPA]O[N'LLC]
(14)

Si se cumple la ley de Lambert-Beer para el cambio de [NP] se tiene:
ANP‘
d[NP_] _ d(SNP—) _ 1 d(ANP_)
dt dt eyp- dt

(15)

Al considerar tiempos muy cortos de conversion y sustituir en la ecuacion (15) se

tiene la siguiente expresion:

( 1 d(Anp-)

= NPA
Enp- dt ) kobs[ ]o

t—0
(16)
Donde kobs= K[Nuclo. y para tiempos pequefios esta ecuacion corresponde a una

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

dAyp-
= () o

17)
Y al sustituir vo en la ecuacion (16) se obtiene:
1
P Vo = kobs[NPA]o
NP
(18)
k _ vO _ vO
ops enp-[NPA], (Ainf — 4o)
(19)

Determinacién de la constante de disociacién acida de los nucleo6filos
Para calcular el valor de la constante de disociacién acida de los nucleéfilos, se
considero el siguiente equilibrio:

K

a

Nuc(H)~— Nuc™ +H*



Del cual la constante de disociacion acida se expresa como:

_ [ Nuc™][H"]
“ " [Nuc(H)]
(20)
Realizando un balance de masas:
[Nuc(H)], = [Nuc(H)] + [ Nuc™]
(21)

Ademas de acuerdo con la ley de Lambert-Beer, la absorbancia de la disolucion,

para una celda de 1 cm de paso 6ptico esta dada por:

Abs = &;[Nuc(H)] + & [ Nuc™]
(22)

Despejando del balance de masas el nucledfilo protonado, [Nuc(H)], y
sustituyéndolo en la ecuacion 22 se obtiene:

Abs = &;([Nuc(H)], — [ Nuc™]) + &[ Nuc™]
(23)

Despejando de la ecuacion 20 la concentracion del nucledfilo desprotonado, [Nuc],
sustituyendo en la ecuacion 23, y asociando términos se obtiene la siguiente
ecuacion:

[H¥][ Nuc™]

Abs = &, [Nuc(H)], + (&, — &) X

(24)

Sustituyendo en el balance de masa por la especie [Nuc’] de la ecuacion (20):

[Nuc(H)], = U_I-F]El{ﬂ + [ Nuc™] = [ Nuc™] <[I;I{+] + 1)
[ Nuc™] = %ﬂ
(% +1)

(25)



Finalmente, sustituyendo la ecuacion (25) en la (24) y reacomodando la expresién

se obtiene la ecuacion (26):
[H*]\ [Nuc(H)]o
Abs = &;|Nuc(H)], + (g, — &) |—
[Nue()], + (e — &) () BT,

Kq

& [Nuc(H)], ([g ] + 1) + (g5 — &) ([H ][NI;LC(H)]O>
Abs = 2 [H] =
K, +1
e [Nuc ()], + £, [Nuc(nl, ()
Abs = ] 4
K, +1

(26)

En su forma logaritmica y sustituyendo el producto del coeficiente de absortividad y
la concentracion por la absorbancia se obtiene la ecuacion:

_ (kenuc + ko) 10PHa~PH

Abs 1 + 10PKa-pH

(27)



Apéndice I

Procedimiento experimental de la sintesis de la figura 6.2.1.

La sintesis mostrada en la figura 6.2.1 se realiz6 como se describe a continuacion:
Se disolvieron 150 mg (1.27 mmol) de 6-metil-2-pirdincarbonitrilo en 2 mL de
acetonitrilo seco, después se afadié una disolucion de 225.9 mg (1.27 mmol) de
NBS en 2 mL de acetonitrilo lentamente durante 15 minutos, finalmente se
agregaron 9.2 mg de luperox disueltos en 2 mL de acetonitrilo (3% mol) y se calentd
a reflujo, se coloc6 una lampara de luz UV por 4 horas, después se dejo en reflujo
24 horas mas. Se evaporo el disolvente y purificé el producto en una columna de
alimina con una mezcla de hexano: acetato de etilo 7:1. (rendimiento 50%). En
varias repeticiones de esta sintesis se obtuvo siempre una mezcla entre el producto
deseado y la materia prima, por lo que, como el siguiente paso involucra la
formacion de un aducto con hexametilentriamina y ésta no reacciona con
halogenuros, se tomaron 1.145 g de mezcla (4.23 mmol de producto) y se
disolvieron en 5 mL de cloroformo, luego se agregaron 652 mg de
hexametilentriamina y se mantuvo en reflujo por 6 horas. Se obtuvo un precipitado

amarillo que se separo por filtracion.

El producto anterior se disolvié en 1 mL de etanol y 1 mL de agua y se agregaron
160 uL de hidroxilamina en disolucién, se mantuvo en agitacion y se calent6 a 85°C
por dos horas. Después se evaporo el disolvente a sequedad y se agregaron 3 mL
de etanoly 2 mL de HCI 12 M, se calent6 a reflujo por 16 horas. Se dejo enfriary se
filtré el cloruro de amono formado. A la disolucion restante se le ajusté el pH a 9

agregando NaOH, y se evaporé el disolvente a sequedad.
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