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RESUMEN 

Este trabajo es un estudio interdisciplinario de la ruptura de ésteres y fosfoésteres en 

disolución acuosa promovida por complejos de iones metálicos. Los catalizadores de procesos de 

este tipo pueden aplicarse para resolver problemas ambientales como la detoxificación de 

pesticidas organofosforados o armas químicas, y en biología molecular, medicina e ingeniería 

genética como "nucleasas químicas". 

El objetivo principal es diseñar y estudiar complejos como catalizadores estableciendo 

factores cinéticos y termodinámicos que controlan su reactividad hacia ésteres y fosfoésteres. 

Se emplearon cationes metálicos de transición, itrio y lantánidos coordinados con ligantes 

aminoa1coholes acíclicos y oximas. Los sustratos estudiados incluyeron un éster y mono- di- y 

trifosfoésteres 4-nitrofenílicos. 

Los equilibrios en disolución acuosa entre los ligantes y metales usados se caracterizaron 

mediante titulaciones potenciométricas y técnicas espectroscópicas (resonancia magnética 

nuclear y masas). Con itrio y lantánidos con aminoalcoholes se encontraron series de hidroxo 

complejos binucleares que son las especies catalíticamente activas. Con las oximas se fomlan 

complejos oximato monoméricos activos. 

La catálisis más efectiva en la ruptura de fosfodiésteres se observó con complejos 

aminoa1cohólicos de Y(III) y lantánidos(III). Los resultados cinéticos se analizan conjuntamente 

con datos de la literatura en términos de correlaciones de Br0nsted y de la estabilización del 

estado de transición. El sistema con lantánidos también es activo en la ruptura de ADN. Los 

complejos oximato estudiados dan buenos efectos catalíticos y siguen la tendencia esperada: 

éster>fosfotriéster>fosfomonoéster>fosfodiéster. Los sistemas catalíticos desarollados en este 

trabajo tienen actividades comparables o mayores a las reportadas en literatura hasta la fecha. 
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ABSTRACT 

This work is an interdisciplinary study of the cleavage of carboxylic acid and phosphate 

esters promoted by metal complexes in aqueous solutions. Sufficently active catalysts find 

important applications as detoxifing agents against organophosphous compounds used as 

pesticides and chemical weapons, and as "chemical nucleases" in molecular biology, medicinal 

and genetic engineering researches. 

The main objective of this work is designing and testing metal complexes as catalysts 

elucidating the kinetic and thermodynamic factors governing their reactivity. 

Transition metals, lanthanide and yttrium cations in weakly basic solulÍons coordinatcd 

with acyclic aminoalcohols and oxime ligands were employed. The substrates studied included an 

ester and phospho mono-, di- and trisustitutcd csters with the 4-nitrophenol leaving group. 

Solution equilibria between used ligands and metals were characterized by potentiometric 

titrations and spectroscopic techniques (nuclear magnetic resonance and mass spcctrometry). lt 

was found that the series of dinuclear hydroxocomplexes are formed under reaction conditions 

and function as the catalytic species in the systems with yttrium or lantanides and aminoa1cohols. 

Monomeric oximate complexes are the catalytically active species with oximes. 

The most effective catalysts in the cleavage of phosphodiesters are the aminoalcoholic 

complexes of Y(IlI) and lanthanide(IIl). The kinetic data were analyzed together with the 

reported data in terms of Bronsted correlations and the transition state stabilization. The 

lanthanide system is also reactive in the DNA cleavage. The oximate complexes studied follow 

the expected tendency: ester>phosphotriester>phosphomonoester>phosphodiester. The ca tal y tic 

systems developed in this work by their activities are similar o superior to the best catalysts 

reported in the literature. 



Introducción 5 

INTRODUCCION 

1. Hidrólisis y sustitución nucleofilica en ésteres y fosfoésteres. 

El proceso de ruptura de ésteres de ácidos carboxílicos y fosfato ha sido un campo de 

intenso estudio en varias áreas de la química debido a su relevancia tanto para sistemas 

biológicos como para sistemas químicos aplicados. 

La hidrólisis de ésteres de ácidos carboxílicos es un proceso bastante bien estudiado 1 que 

generalmente transcurre con una velocidad relativamente grande, sin embargo en algunas 

situaciones es conveniente acelerar esta reacción. Por ejemplo, un catalizador efectivo de la 

hidrólisis de cocaína (1-1) in vivo podría ser un antídoto importante contra este narcótico,2 o bien, 

la rápida hidrólisis del sustituyente carbo(8-quinoloxi) en presencia de iones metálicos permite su 

uso como protector de grupos amino en la síntesis de péptidos3 

1-1 

Por su parte, la hidrólisis de ésteres fosfato ha llamado la atención durante los últimos 

años por su importancia en los sistemas biológicos y sus efectos ambientales 4
.
5 Entre los 

tri ésteres fosfato y compuestos análogos hay un gran número de sustancias tóxicas que se utilizan 

como herbicidas, insecticidas ifosfamidon 1-2, mevinfos 1-3, solioxon 1-4) o armas químicas (1-5 

a 1-7). Estos fosfoésteres son inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa, responsable de la 

transmisión del impulso nervioso; su reactivación implica un proceso hidro lítico para la enzima 

fosforilada. Por ejemplo, los gases neurotóxicos sarin (1-5), soman (1-6) y tabún (1-7) tienen una 

toxicidad muy alta (-LDso 10 flg/kg) Y sus tiempos de vida media son largos (175, 100 Y 9 horas 

respectivamente a 1000e en agua),s por lo que un catalizador de la hidrólisis de estos compuestos 

debe ser sumamente eficiente. 
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La desactivación de los compuestos empleados como armas químicas es particularmente 

dificil, y es importante mencionar que la hidrólisis es el único método efectivo de detoxificación 

6.7 ya que el empleo de otros medios de destmcción (p.ej. pirólisis) puede producir sustancias de 

toxicidad semejante o mayor. Además, la detección de estos compuestos es complicada y el uso 

de sistemas hidrolíticos que incluyen complejos metálicos permite su detección por métodos más 

sencillos, por ejemplo potenciométricos8 

1-2 

O 
11 

H C-P-O-CH(CH ) 
3 I 32 

F 

1-5 

MeO ,O , '/ 

P, 
MeO/ O-C(Me)=CHCOOMe 

1-3 1-4 

O CH 
11 1 3 H3C, R 

H3C-~-0-CHC(CH3)3 

F 

N-P-O-CH CH 
"1 2 3 

H3C F 

1-6 1-7 

Una aplicación muy importante de los catalizadores esterolíticos es la mptura de los 

enlaces fosfodiéster que forman parte de cadenas de ácidos ribonucléicos (ARN) y 

deoxirribonucléicos (ADN). Estos fosfodiésteres son sumamente estables a la hidrólisis: a pH 7.0 

Y 25°C sus tiempos de vida media están estimados en 200 millones de años para ADN 9 Y en 100 

años para ARN. 1O De hecho, se ha sugerido que la enorme estabilidad de los fosfodiésteres es 

una de las razones para que los ácidos nucléicos sean los responsables de almacenar la 

información genética. 11 (La diferencia principal en reactividad entre ambos ácidos nucléicos es la 

presencia del 2'-OH de la ribosa en el ARN que actua como un nucleófilo intramolecular y 

promueve su hidrólisis) Así, una de las etapas principales para la manipulación del material 

genético es la hidrólisis de estos poliácidos y consecuentemente en la actualidad hay un gran 

interés en el desarrollo de nucleasas artificiales 12-14 capaces de romper enlaces fosfoéster, P-O, 

en ácidos nucléicos. 

El mecanismo de la hidrólisis de ésteres puede ser entendido como una sustitución 

nucIeofilica en particular, que transcurre vía el conocido mecanismo de "adición-eliminación" 1.15 

bien establecido para los ésteres de ácidos carboxílicos, reacción (1): 
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o 0- (+H+) O 
~II 1 11 

Y: /C" y+- C-OR' 
¡:(C"y 

+ R'OH 
R OR' 1 

R 

(1 ) 

O 0- (+H+) O 
11 

y+- ~-OR" ~ Y:~P + R"OH 
Rif ¿ "ORoo Rá DR' Rc1 ¿~,y 

R' 

(2) 

La ruptura de los ésteres fosfato ocurre, en cierta medida, a través de un mecanismo 

similar al de la reacción (2): hay un ataque nucleofilico hacia el átomo de fósforo, se forma un 

intermediario pentacoordinado bipiramidal y sale el grupo alcohol en posición axial al nucleófílo 

entrante; sin embargo su proceso es más complicado y no es claro si existe una similitud en el 

comportamiento de los diferentes tipos de fosfatos. La reacción global de hidrólisis de un tri éster 

puede verse como la hidrólisis sucesiva y reversible de cada uno de sus grupos éster (3). 

(ROhP=O (ROh(OH)P=O (RO)(OHhP=O (OHhP=O 
-ROH -ROH -ROH 

Si bien para los tri ésteres fosfato la reacción (2) representa la primera etapa de hidrólisis, 

los detalles de los procesos subsiguientes son más complicados: dependen del tipo de sustrato y la 

ruptura puede ocurrir por diferentes mecanismos. Vale la pena mencionar que los factores 

determinantes para cada mecanismo de ruptura no han sido comprendidos en su totalidad. 

Existen varios tipos de ésteres fosfato. En el esquema 1.1 se muestran como ejemplos 

mono-, di- y triésteres del ácido fosfórico, aniones de pirofosfato y adenosintrifosfato que a su 

vez pueden existir, dependiendo del pH, como especies neutras, monoaniónicas, dianiónicas o 

polianiónicas con diferente suceptibilidad a la ruptura. 

o 
11 

ROP-O-

b-

O 
11 

ROPOR' 

b-

O 
11 

ROPOR' 
1 

OROO 

Esquema 1.1 

O O O 
11 11 11 

-OPOPOPO-Ad 
1 1 1 
0_ 0_ 0_ 
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Por lo tanto, en contraste con los ésteres de ácidos carboxílicos, para los fosfoésteres hay 

una gama mucho más extensa de especies reactivas bajo determinadas condiciones de reacción, 

lo cual puede ser particularmente complicado en sistemas biológicos. 

Otra particularidad de la ruptura de fosfoésteres es que, si bien para los fosfotriésteres la 

hidrólisis generalmente procede vía la ruptura de un enlace P-O, para los fosfomonoésteres y 

fosfodiésteres el átomo de fósforo puede estar muy desactivado para ser atacado 

nucleofilicamente y entonces hay dos procesos de hidrólisis que compiten entre sí: la ruptura del 

enlace C-O y la ruptura del enlace p_016 En principio estos dos tipos de ruptura son distinguibles 

si se llevan a cabo experimentos en H2
180 ya que la marca isotópica de 180 se incorpora en 

diferentes productos de la hidrólisis para cada mecanismo (Esquema 1.2), aunque pueden surgir 

di ficultades debido al intercambio concomitante entre reactivos y productos. 

o 
11 

R-O-P-OH 
Ruptura e-o 1 Ruptura P-O 

-.::.---- OH ---------:.... 

H.l§O-R + H PO 3 4 

H,'·O H,"O 
H'p18003 + H-O-R 

Esquema 1.2 

En tém1inos del mecamsmo de hidrólisis para ésteres con ruptura C-O, vale la pena 

mencionar que en el caso de los fosfoésteres no siempre es posible distinguir entre un proceso 

concertado (tipo SN2) o un proceso en dos etapas (tipo SN 1). En general, se acepta que para 

monofosfoésteres con sustituyentes alquil o aril con posibilidades de formar carbocationes 

estables, la hidrólisis procede vía un proceso de ionización o mecanismo SN l con ruptura 

C_0,17.18 aunque puede cambiar si se modifica el estado de protonación del sustrato. Otra versión 

del mecanismo monomolecular típica para los fosfomonoésteres es la ruptura del enlace P-O con 

liberación de metafosfato.1 6 Cuando no es posiblc formar carbocationes estables para 

fosfoésteres, o en el caso de fosfotriésteres y fosfodiésteres, es más factible quc la ruptura del 

enlace C-O o del enlace P-O transcurra por un mecanismo tipo SN2,18 aunque ciertamente el 

mecanismo es cinéticamente indistinguible de un proceso tipo SN l en el que el intermediario se 

descompone tan rápidamente que no puede equilibrarse con el disolvente. 

La diferencia más importante en la sustitución nucleofilica entre fosfatos y carboxilatos es 

la menor reactividad de los fosfatos. Por ejemplo, si comparamos la velocidad de la hidrólisis 

alcalina (NaOH 1.0 M en agua, 25°C) para ésteres sustituí dos sucesivamente con grupos metilo 
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171920 l' 'd dI' . ti ti" fi fi . " encontramos que a reactlvl a re atlva es: ester» os otnester» os omonoester > 

fosfodiéster (Esquema 1.3). De acuerdo con los datos reportados se puede decir que los sutratos 

menos suceptibles a la hidrólisis son los diésteres fosfato, aclarando que esta tendencia se debe en 

parte a los cambios en el mecanismo de la hidrólisis al ir de un sustrato a otro. 

o O O O 
11 

H3cJlOMe 

11 11 P P 
'o .. t'oMe MeO .... I:-.OMe MeO"" I 'OMe 

O O 
Me 

acetato de metilo monometi 1 fosfato dimetil fosfato trimetil fosfato 

velocidad relativa 2.5xlO·9 5.0xlO·11 Ix10·3 

tYl 6s 77 años 3850 años l.7h 

Esquema 1.3 

Finalmente, vale la pena mencionar que existe un grupo especial de fosfoésteres: los 

p-hidroxo, que tienen una reactividad mucho mas alta a la de sus análogos. Su alta reactividad se 

debe a la participación intramolecular del grupo OH' 21 que durante la hidrólisis permite la 

formación de un di éster cíclico intermediario con una reactividad muy alta debido a efectos de 

solvatación y parcialmente a la tensión del ciclo.22 

2. Catálisis en ruptura de ésteres y fosfoésteres 

En términos generales se pueden considerar vanos tipos de catálisis: 23
•
25 ácido-base, 

nucleofílica (inter e intramolecular) y con metales. 

Los datos publicados en la literatura muestran que la catálisis ácido-base general por sí 

sola es ineficaz para todos los tipos de ésteres fosfato. Para los ésteres de ácidos carboxílicos sólo 

es eficaz el mecanismo de la hidrólisis básica específica 1,23 pues la poca basicidad de los ésteres 

hace que el intermediario (ácido conjugado del éster) sea extremadamente inestable. La catálisis 

ácido-base general únicamente ha llegado a observarse en ésteres carboxílicos muy activados y 

anhídridos. 1 La catálisis orgánica nucleofílica sólo se conoce para tri ésteres del ácido fosfórico y 

para ésteres de ácidos carboxílicos con buenos grupos salientes.6
,17,23 Por ejemplo, para PNPA, es 
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posible medir la reactividad de nucleófilos tan débiles como TRIS (1.2xl0-J M-Is- I), N-óxido de 

piridina (4. 17x tO-6 M-\-I) e incluso H20 (lxIO-s M-ls-I
).26 La catálisis nucleofilica 

intramolecular 27 es particularmente eficiente debido a la alta "concentración local" del nucleófilo 

junto al enlace fosforilo o carbonilo, y se ha observado para sustratos con grupos hidroxilo, 

grupos carboxilo desprotonados o amidas como nuc!eófilos intemos.27
.1

7 

En consecuencia, el principal enfoque para catalizar la ruptura de sustratos no activados es 

el uso de iones metálicos ya sea libres o complejados, con lo que se pueden lograr catalizadores 

que operen en condiciones muy variadas. Es importante mencionar que el diseño de muchos 

sistemas estero líticos se ha basado en la forma de operar de metaloenzimas que catalizan 

procesos de hidrólisis y transferencia de fosfatos,zs así como la hidrólisis de ésteres y amidas de 

forma tan eficiente, que en algunos casos la velocidad observada llega al límite impuesto por la 

difusión de las especies participantes29 

La catálisis de la ruptura de ésteres de ácidos carboxílicos se ha demostrado para diversos 

cationes metálicos y complejos (ver Antecedentes). En el esquema 2.1 se muestran los tipos de 

activación propuestos, donde el metal contribuye de tres formas: estabilizando el intermediario 

tetraédrico que se forma al romperse el doble enlace del grupo carbonilo, coordinado el sustrato y 

favoreciendo el ataque nuc!eofilico, y generando grupos OH- que son muy buenos nucleófilos. 

Estas dos últimas formas de activación son esencialmente iguales a las que encontramos en los 

procesos enzimáticos. 

Nu: 

R ? OR' 'e/ 
11 
o 

) n+ 
M 

Esquema 2.1 

Las f0ll11as de activación de los ésteres fosfato en presencia de iones metálicos, tabla 2.1, 

son similares a las presentadas en el esquema 2.1 para ésteres de ácidos carboxílicos. La 

activación puede comprender una o varias de estas formas en función del tipo de sustrato, del 

metal, del nuc!eófilo y del mecanismo por el cual se lleve a cabo la ruptura. 

Es importante señalar que se ha observado que existe una correlación, para varios tipos de 

catalizadores, entre su actividad en la hidrólisis de fosfatos y su actividad con ésteres de ácidos 

carboxílicos que son más reactivos. Una de las explicaciones que se ha dado es que debido a que 
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tanto el grupo carbonilo como el fosforilo son sitios duros, los factores que modulan un ataque 

nucleofilico a un centro C=O deberían ser iguales o al menos muy similares para un centro P=O. 

Con base en esta hipótesis, se ha estudiado la ruptura de ésteres de ácidos carboxílicos como 

pruebas preliminares de actividad para encontrar nuevos catalizadores contra sustratos menos 

activados, como los fosfoésteres. 

Tabla 2.1. Activación de la ruptura de ésteres fosfato con iones metálicos.1 8
•
3

0,JI 

Activación directa Activación indirecta 

Coordinación de los oxígenos Hidróxidos coordinados al ion O 
fosforil con el metal O metálico. Catálisis básica - II/OR o-p 
(Activación como ácido de - II/OR general ( OR o-p 
Lewis) / 

, M 
OR \ ,o-H 

M ?-JH 
H 

Coordinación de un nucleófilo O Agua coordinada al metal: O 
al metal - II/OR catálisis ácida general II/OR o-p :o-p 
(Activación nucleofilica) '/ intramolecular 

, 
" OR M OR M, \ H~ 

O O/ 
I I H H 

Coordinación del oxígeno del O Activación por interacción electrostática 
grupo saliente con el metal. - II/OR 

o-p O O 
(Activación del grupo saliente) \ II/OR OR n+ II/OR 

M - 'O-p ¡ O-p , , O' 
M OR 

Por otro lado, como la hidrólisis es una sustitución nucleofilica, es posible diseñar 

sistemas cambiando el agua por otro nucleófilo capaz de romper enlaces RC(O)-OR' y 

(RO)2P(O)-OR'; en muchos sistemas prácticos la ruptura de fosfatos o carboxilatos no es 

hidrolítica. Una opción es transferir el grupo acilo o fosforilo del sustrato al nucleófilo empleado, 

sin una recuperación posterior del nucleófilo. Otra opción más interesante es utilizar nuc!eófilos 

altamente reactivos que puedan completar ciclos catalíticos, y que el mismo ion metálico pueda 

funcionar como un catalizador de la hidrólisis del nucleófilo acilado o fosforilado. Así, resulta 

sensato empIcar a-nucleófilos 32 que tienen en su estructura átomos donadores de electrones 

adyacentes al átomo nucleofilico (en posición a) y muestran una reactividad mayor que la que se 

deduce de su basicidad. Ejemplos de estos nuc!eófilos son peróxidos (R-O-O'), hidrazinas 

(R=N-N=R), hidroxilamina y oximas (R=N-O"). 
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En este trabajo se estudió la ruptura de ésteres fosfato con grupos sustituyen tes 

4-nitrofenílicos: MNPP (fosfomonoéster), BNPP (fosfodiéster) y PNPDPP (fosfotriéster), (ver 

sección 7.2) que son sustratos típicamente empleados para estudios de actividad de fosfoesterasas 

y permiten hacer comparaciones con otros sistemas relevantes. Por la misma razón, como éster 

derivado de ácido carboxílico, se estudió la ruptura del 4-nitrofenil acetato (PNP A). Frente a los 

sustratos mencionados se estudiaron dos tipos de nucleófilos: agua (hidrólisis) y derivados de 

hidroxilamina (oximinólisis). En ambos casos la desprotonación de un nucleófilo neutro provee 

aniones OH- o R2NO' y es acompañada de un gran aumento en la reactividad (_1010 veces). 

De lo anteriormente expuesto, resalta que los iones metálicos son capaces de estabilizar 

estos aniones por coordinación y este es uno de los factores más importantes en la catálisis. La 

formación de complejos hidróxido es bien conocida pero la formación de NH20- (un nucleófilo 

fuerte por efecto a) por coordinación no ha sido reportada. Nuestros intentos para promover la 

formación de aniones NH20' fueron infructuosos y por ello trabajamos con derivados orgánicos 

de la hidroxilamina: oximas. Para conseguir una coordinación del grupo oxima se preparó un 

derivado de la piridina. Sus complejos de Cd(Il), Zn(II), Mn(Il), y Pb(Il) son muy activos frente 

al éster carboxílico PNPA 33 Y se encontró que tienen una reactividad notable con fosfodiéstercs 

pero solamente a temperatura muy elevada. Otro derivado empleado fue una a-cetoxima, que es 

capaz de formar complejos con los cationes de lantánidos. La rcactividad fosfodiesterolítica de 

estos complejos fue alta pero inferior a la de la reactividad de los hidroxocomplejos de 

lantánidos, los cuales fueron estudiados con más detalle. 

Los cationes de lantánidos con frecuencia se usan como acuoiones que tienen una baja 

estabilidad debido a su precipitación como hidróxidos, y por otro lado se usan los complejos con 

ligantes macrocíclicos que se enlazan tan fuertemente a los cationes que con frecuencia llevan a 

su desactivación. En este trabajo probamos series de ligantes acíclicos aminoalcohólicos que 

pertenecen a un grupo de "amortiguadores biológicos" y encontramos que TRIS y aún mejor 

BisTris propano (BTP) pueden estabilizar cationes de lantánidos en medios básicos, donde sc 

forman hidroxocomplejos, sin una pérdida significativa de su electrofilia y sin precipitación de 

los correspondientes hidróxidos. Con estos ligantes la catálisis fue efectiva a temperatura 

ambiente en presencia de Y(llI) y lantánidos (IlI). El último sistema resultó ser activo también cn 

la ruptura de ADN. 
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ANTECEDENTES 

3. Reactividad esterolítica y fosfoesterolítica de nuc!eófilos libres 

Existen diferencias importantes en la reactividad entre los ésteres carboxilicos y fosfatos y 

una de estas diferencias es la baja sensibilidad de los fosfatos a la basicidad de los nucleófilos. 

Una forma sencilla de analizar la relación que existe entre la reactividad de un nucleófilo y su 

basicidad es graficar el logaritmo de la constante de velocidad observada en función del pKa de 

su ácido conjugado (coordenadas de Bronsted). Para nucleófilos del mismo tipo se han 

encontrado correlaciones lineales cuya pendiente puede ser interpretada como una medida de la 

afinidad relativa del nucleófilo hacia el sustrato en el estado de transición (con carga positiva) 

reflejada log kobs , comparada con la afinidad del nucleófilo hacia el protón reflejada en el pKa. 

Cuando la pendiente de esta correlación es igual al, la interacción del sustrato en el estado de 

transición con el nucleófilo es predominantemente electrostática implicando un mecanismo tipo 

base general; si la pendiente es cero, quiere decir que la etapa limitante de la velocidad no incluye 

al nucleófilo o bien hay factores que compensan la nucleofilia y la basicidad del nucleófilo. 

En el caso de los monoésteres fosfato, la reactividad del nucleófilo casi no depende de la 

basicidad de éste. Por ejemplo si se comparan aminas primarias como nucleófilos en la ruptura de 

monoésteres fosfato, el valor de la pendiente de Bronsted es muy pequeño, _0.2,23,34 Y para otros 

tipos de aminas, este valor cambia muy poco y depende básicamente del grado de sustitución en 

el nitrógeno de la amina. En contraste, la naturaleza del grupo saliente juega un papel importante 

y las reacciones de hidrólisis para fosfoésteres son particularmente sensibles a la basicidad del 

grupo saliente.23,35,2o Esta gran sensibilidad se refleja en valores de la pendiente dellog khid vs. el 

pKa del ácido conjugado del grupo saliente cercanas al: para monoaniones de fosfodiésteres es 

de -0.97 (khid min-\ a 100°C)2o y para di aniones de mono ésteres fosfato es de -1.23 (khid min· l
, a 

39°C).36 En la hidrólisis de fosfoésteres mono sustituí dos esta alta dependencia puede 

interpretarse como el poco grado de formación de enlace con el nucleófilo en el estado de 

transición y una gran contribución de la ruptura del enlace del grupo saliente; se ha postulado que 

posteriormente se rompe el enlace del grupo saliente y se forma el ion metafosfato como 

intermediario.36,37 



14 Antecedentes 

Debido a que los fosfoésteres son mucho menos reactivos que los ésteres de ácidos 

carboxílicos, hay pocos nucleófilos que penniten comparar la reactividad del mismo nucleófilo 

hacia varios ésteres. Existen datos de las constantes de velocidad de hidrólisis de ésteres y 

fosfoésteres en presencia de OH- como nucleófilo (hidrólisis alcalina), aunque pocos de ellos son 

comparables entre sí porque las constantes observadas de primer orden están reportadas a 

diferentes condiciones. En la Tabla 3.1 se muestran algunos ejemplos de constantes de segundo 

orden para OH- a la misma temperatura, y se incluyen algunas constantes de velocidad de 

hidrólisis espontánea (H¡O, pH neutro), que para varios fosfoésteres es tan lenta que no es posible 

medirla o estimarla. 

Tabla 3.1. Hidrólisis alcalina e hidrólisis espontánea de ésteres y fosfoésteres a 25°C 

No. Sustrato k OH (M-IS-I) k H20 (S-I ) Ref. 

1 (C¡H5O)3PO 1.32 x 10-5 38 

2 (C¡H 5O)¡(4-0¡NC6H4O)PO 6.67 x 10.3 38 

3 (C¡H50)( 4-0¡NC6H40 hPO 5.17xlO-1 38 

4 ( 4-0¡NC6H4OhPO 3.33 x 102 38 

5 (C6H5Oh(4-0¡NC6H4O)PO PNPDPP 0.35 9. 7x 10-6 39 

6 (4-02NC6H4OhP(O)O- BNPP 5.83 x 10-6 l.l X 10-11 38 

7 ( 4-0¡NC6H4O)P(O)(O-h MNPP 1.55x 10.8 b 35,40 
-

8 (C¡HsO)CO(CH3) 0.11 2.5xlO-IO 41 

9 (4-NO¡C6H4O)CO(CH3) PNPA 9.5 (14.83) 5.5xlO-7 42 (26) 
--~ 

lO CH3P(O)(O-)(OC6H4-NOr 4) PNPMP' 2.3xlO-5 2.0x10-9 43 

1 1 (C6H50 )CO(CH3) 1.27 1.2 x 10.7 42,41 

12 (2,4-(O¡N)¡C6H30 )CO(CH3) 53.67 6.7xlO-4 42,41 

13 ADNsE ::; IxlO- 11 44 

14 ARN 2x 10-11 45 

15 ADN '" 1xlO- l ¡ ::; IxlO-16 10,45,46 

16 Anhídrido acético 967 42 
" ° u ° 30 C, 39 C 

La reactividad de OH" es mayor hacia fosfoésteres trisustituidos y menor hacia los 

disustituídos. Para un mismo tipo de fosfoéster, la constante de velocidad depende notoriamente 

de los grupos sustituyentes: al cambiar los grupos alcoxo de un fosfotriéstcr (renglón 1, Tabla 

3.1) por un mejor grupo saliente, como 4-nitrofenol (renglón 4, Tabla 3.1), hay un incremento de 

7 órdenes de magnitud, el cambio de un solo grupo da un efecto de 500 veces (renglones 1 y 2, 

Tabla 3.1). La activación del grupo saliente de un éster da un cambio moderado en la constante 
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de velocidad relativa: fenolato<nitrofenolato<dinitrofenolato (1 <1 0<50). Además de los ésteres 

fosfato también se usan como sustratos los fosfonatos que tienen una reactividad un poco más 

alta que los fosfatos correspondientes (Tabla 3.1). 

Para fosfoésteres cíclicos, omitidos en la tabla 3.1, la diferencia en reactividad frente a la 

hidrólisis alcalina comparada con los ésteres acíclicos es muy grande. Por ejemplo, la hidrólisis 

alcalina del enlace P-O para etilénfosfato transcurre al menos 108 veces más rápido que la misma 

reacción para su análogo acíclico, dimetilfosfato.48
,49 Esta diferencia refleja alguna distorsión o 

desestabilización que obliga al sustrato inicial a ir hacia el estado de transición sumado a un 

cambio en la solvatación. 22 Este hecho es importante ya que, si en la hidrólisis de fosfodiésteres 

es posible lograr que el intermediario catalizador-sustrato se asemeje a un fosfodiéster cíclico al 

pasar por el estado de transición, es muy posible lograr un efecto catalítico en su ruptura. 

La comparación de diferentes nucleófilos en la ruptura del éster PNP A Y el fosfonato 

PNPMP, que son sustratos modelo que han servido de referencia para muchos sistemas, se 

muestra en la Tabla 3.2. 

Tabla 3.2. Reactividad de nucleófilos hacia PNPA a 25°C, 1=1.0 M,26 Y hacia PNPMP a 30°C43 

No. Nucleófilo pKa kNu: (M' s') 
PNPA PNPMP 

1 H20 -1.7 1.0x 10,8 3.55x 1 0'\\ 

2 OH" 15.7 14,83 2.3x 1 0,5 

3 CH3O' 15.7 683 

4 CH3CH2O' 16.0 253 

5 C6H5O' 10.0 1.75 2x 10,7 

6 TRIS 8.1 0.0012 

7 Hidroxilamina 6.0 1.83 5.5x10'5 b 

8 NH2O' 13.74 3.65x104 a 

9 N,N-dimetil hidroxilamina 5.2 0.18 

lO N-óxido de trimetilamina 4.6 1.47x 10,5 

I I 5-Metil-I ,2,3-ciclohexanotrionatrioxima 8.0 14.67 

12 5-Meti1-1,2,3-ciclohexanotriona 1,3-dioxima 8.3 34.50 

13 Acetoxima 12.4 61.67 

14 Salicilaldoxima 9.2 53.33 

15 Piridina 5.4 0.0017 1.1 x 10,7 

16 F' 3.1 1.7xlO'5 1.2x 10,5 b 

17 P04
3• 6.9 0.00012 

a o ° Ref.50, 60 C. 
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Esta comparación permite predecir cuáles serán los mejores nuc\eófilos para los 

fosfoésteres, considerando que como el carbonilo y el fosforilo son sitios duros, deberían seguir 

la misma tendencia. De estos datos, es claro que la reactividad depende de la naturaleza del 

nucleófilo y no únicamente de su basicidad (renglones 6,7, 11, 12, Tabla 3.2). 

Llama la atención que la reactividad de los aniones alcoholato (RO) es superior a la de su 

"análogo" inorgánico (OK): son cerca de 45 veces más reactivos pese a que la diferencia entre 

sus valores de pKa es mínima. En el caso de hidroxilamina, la sustitución en el átomo de N causa 

una disminución en la reactividad (renglones 8-10, Tabla 3.2). Para oximas, la diferencia entre 

sustituyentes aromáticos y alifáticos da una diferencia notable en sus constantes de disociación 

ácida pero no afecta su nucleofilia (renglones 13 y 14, Tabla 3.2). Es notoria la reactividad de la 

hidroxilamina en su forma desprotonada NH20' (renglón 8, Tabla 3.2); también se ha reportado· 

su reactividad con fosftriésteres como sustratos, 50 pero no con fosfodiésteres. 

Aunque para un gran número de nuc!eófilos existe una correlación lineal entre su 

basicidad y su reactividad (vide supra), algunos aniones nucleofilicos (por el átomo oxígeno) 

muy básicos salen de esta correlación lineal y muestran una tendencia a "nivelarse": un 

incremento en la basicidad no incrementa la reactividad (ver Fig.3.1).24. 51 Su gran reactividad sc 

atribuye en parte a la blandura o a la polarizabilidad de estos reactivos. En el caso de grupos 

R2N-O' la correlación de Bnmsted muestra una dependencia lineal con pendiente cercana a l si 

los ácidos conjugados tienen un valor de pKa menor que 8 y muestra una "nivelación" (pendiente 

cero) para aniones más basicos,51 Figura 3.\. Como veremos más adelante, este comportamiento 

es altamente favorable para lograr una cooperación eficiente entre el nucleófilo y el ion metálico. 

, 
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3-4 3-5 3-6 3-7 

Fig.3.\. Relación entre la nucleofilia (kNu, M·ls·1 para la hidrólisis de PNPA) y el pKa del ácido 
conjugado para nucleófilos R,R2N-O' (datos experimentales de Ref.26) 
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4. Complejos reactivos y sus equilibrios en disolución acuosa 

Uno de los objetivos al emplear complejos de iones metálicos en la hidrólisis de ésteres y 

fosfoésteres, es que los ligantes confieran suficiente estabilidad a los acuocationes o a sus 

hidroxocomplejos impidiendo la precipitación de sus hidróxido s y que esta interacción no 

decremente la reactividad de los nucleófilos coordinados; la modificación en la densidad 

electrónica de un grupo nucleofilico depende del ion metálico con el que se coordine. 

Entre los ligantes más empleados están las aminas: diaminas, triaminas, poliaminas, y en 

sus formas cíclicas y acíclicas. Los complejos de diaminas y triaminas con cationes metálicos de 

transición como Cu(I1), Co(III), Ni(I1), etc. son muy estables (KML hasta -1 OJO). Se ha observado 

que los ligantes diamino favorecen la formación de especies hidroxodiméricas en disolución al 

incrementarse el pH 18 mientras que con triaminas las especies en disolución son 

predominantemente monoméricas. Para ligantes nitrogenados derivados de piridina, como bipy y 

phen, sucede algo similar. Si se coordinan varios ligantes con el metal, saturando las posiciones 

de coordinación, los complejos resultantes no tienen reactividad hidro lítica, y si coordina un solo 

ligante con el metal permitiendo la formación de hidroxocomplejos al ir hacia disoluciones 

básicas, se forman especies diméricas52-54 Por ejemplo, en el caso de Cu(II): 

0-0 
bipy phen 

~ ~ N- log ([CuL]/[Cu][LJ) 6.3 7.4 

'-. 2{ log ([CuL ]/[CuOHL ][HJ) 7.9 [CuL ]/[Cu(OHhL ][H]2 17.3 
M·. OH HO"'-- '. 2 

log ([(CuOHL)2][H]2/[CuL]2) -10.8 -10.7 
4-1 

De los valores de estas constantes, es claro que la fracción de los complejos hidroxo 

monoméricos como 4-1, con potencial esterolítico o fosfoesterolítico, es muy baja. 

En el caso de los lantánidos, los ligantes acíclicos donadores de nitrógeno, no son una 

buena opción, aunque se han observado interacciones con nitrógenos muy básicos en estado 

sólido o disolventes no acuosos55 Por ejemplo, las constantes de formación (log KMc) de bipy 

con lantánidos (IlI) en disolución acuosa (La 0.8, Pr 0.9, Nd 0.9, Gd 0.8, Dy 0.9) son muy 

pequeñas comparadas con las de metales divalentes56 

Generalmente, las constantes de disociación ácida de compuestos de coordinación se 

refieren a la pérdida de un protón de una molécula de agua de coordinación. Esto puede verse en 
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los complejos de Cu(II) 4-2 a 4-6: el valor de K., muestra variaciones de un orden de magnitud, 

mientras que los valores de KML varían en 4-5 órdenes 57 La estructura de rayos X de los 

complejos diméricos muestra que se encuentran unidos por grupos OH puente. Los diagramas de 

distribución de sus especies muestran que al ir hacia valores de pH básicos hay dos especies 

predominantes: LCu2+ que disminuye y LCu(OHt que aumenta junto con el pH. 

HO' PH2 H0(;Q2 C~H20H' C~H20H' ("~H2 OH' •.•.• , "}2+ ' ... 2+NH :s;r2 tC~j C'9U~" 
N ........... CU2{ HN .......... Cu2'·· 

~H:·OH2 ~I ····OH2 ~1""OH2 
NH2 NH2 

4-2 4-3 4-4 4-5 4-6 

log KML = 11.1 log KML= 12.7 log KML= 14.4 log KML= 16.5 10gKML= 16.1 
pKa= 8.2 pK.,= 8.4 pKa= 9.6 pKa= 9.5 pKa= 9.1 

Las oximas tienen varias formas de interacción con un catión metálico (Esquema 4.1)58 y 

la posibilidad de generar un nucleófilo muy fuerte por coordinación: el ion oximato. 

Esquema 4.1 

La fonnación de complejos de Zn(II) con 2-piridin aldoxima (4-7 y Esquema 4.2) fue 

estudiada por el grupo de Breslow.59 Como se esperaría hay una considerable acidificación de la 

oxima por coordinación con el Zn(Il), llpKa= -3.5. Este efecto también sc observa con otros 

metales, por ejemplo, para Fe(I1) llpKa= -3.09. 
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©lCH ©lCH ~ ©lCH + 
+ H 

11 11 11 

NOH NOH NO-

4-7 
+ Zn2+ + Zn2+ 

KaL =9.1 x 10.11 M 
K,' II ll K

( 
Ka ML = 3 X 10-7 M 

©lCH 
,,;:' 

©lCH + 
KrL = 150 M-1 • 

==" + H 

KrL
- = 5 X 105 M-1 ; 11 . 11 

in2+·",,·NOH in""""NO-

Esquema 4.2 

El uso de ligantes macrocíc1icos en la formación de complejos reactivos frente a la 

hidrólisis de ésteres y fosfoésteres, ha permitido determinar el tipo de especies en disolución y 

algunos aspectos fundamentales de su reactividad, como el efecto de los grupos alcoholato como 

nuc1eófilos y la cooperación entre dos cationes metálicos. Estos macrociclos, generalmente 

forman complejos "inertes" en disolución acuosa: su estabilidad cinética es de varias semanas a 

pH cercano a la neutralidad y temperaturas entre 25_50°C60 La selectividad hacia los cationes 

depende en gran medida de su tamaño y del tipo de átomos donadores que contengan.61 

Un ejemplo es el estudio detallado de las especies que se forman en disolución acuosa del 

macrociclo (4-8) con La(III).62 Elligante tiene seis grupos ionogénicos (4 aminas secundarias y 2 

fenoles) con valores de pI<." 4.38, 5.76, 7.39, 8.24 (determinados por potenciometría) y 12.84, 

12.95 (determinados por espectro fotometría). Los valores de pKa de sus complejos mononuc1ear 

y dinuc1ear con La(I1I) son muy diferentes: el pI<." del primero es 11.15 y el pKa del segundo es 

7.75, implicando que la segunda molécula de agua que se desprotona funciona como puente entre 

ambos iones lantánidos. 

pKa= 11.15 

OH2 
I 3+ 

La 

~ 

pKa= 7.75 

pKa= 10.03 

Esquema 4.3 

Las especIes predominantes a pH entre 8-10, donde se observa reactividad, son 

dinuc1eares: La2(4-8)OH y La2(4-8)(OHh. El esquema de sus equilibrios en disolución es: 
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4-8 (L) 

La + L • • La- L 
La + La- L • • La2- L 

La + L-H+ • • La- L-H+ 
La + L-2H+ « • La- L-2H+ 
La + L-3H+ • • La- L-3H+ 
La + L-4H+ • • La- L-4H+ 
La- L • • La- L-OH + H+ 

2La- L • • 2La- L-OH + H+ 
2La- L-OH « • 2La- L-2(OH) + H+ 

2La- L-2(OH) • • 2La- L-3(OH) + H+ 

Los aniones alcoholato son muy buenos nuc!eófilos 26 pero los grupos alcohol tienen 

constantes de disociación ácida muy pequeñas (_10-16 M para alcoholes alifáticos)63 por lo que el 

uso de alcoholatos como nuc!eófilos en la hidrólisis de ésteres y fosfoésteres no es posible a 

condiciones de pH cercanos a la neutralidad donde la concentración de estos nuc!eófilos es 

prácticamente cero. Una opción para generar nuc!eófilos RO- a valores de pH moderadamente 

básicos o neutros es emplear un ion metálico como ácido de Lewis. 

Se han reportado algunos complejos macrocíclicos diseñados particulannente para 

lantánidos, de tal fonna que 8 posiciones de coordinación son ocupadas por el Iigante y el metal 

completa su esfera de coordinación con pocas moléculas de agua. En estos sitemas, la 

introducción de grupos alcohol pendientes del macrocic!o permite que, al coordinarse el alcohol 

con el metal, se acidi fique lo suficiente para desprotonarse a valores de pH cercanos a la 

neutralidad, aumentando su potencial como nucleófilo. Por ejemplo, el valor de pK" del complejo 

[Ln(THED)f+ (4-9) es de 7.4.64 La existencia de este alcoholato se confinnó posterionnente con 

estudios de resonancia magnética de 31 p , en donde puede observarse el alcoholato fosforilado 

como producto. 

pKa = 7.4 

4-9 

Vale la pena mencionar que se ha reportado el uso de sencillos aminopolioles como 

ligantes: Glucamina 4_10,65 Tris 4_11,66 TACI (1,3,5-triamino-l,3,5-tridesoxi-cis-inositol) 4-12 y 

TOCl (1,3,5-tridesoxi-l,3,5-tris-(dimetilamino)-cis-inositol) 4-13 67, para estabilizar en 
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disolución acuosa cationes con carga muy alta, como Zr(IV), aunque prácticamente no hay 

información de las especies que se forman en disolución. 

H H OHH 
I I I I 

HOH,C-C-C-C-C-CH,NH, 
1 1 1 I 
OHOH H OH 

4-10 

H,y 
~ .... COH 

OH OH 

4-11 

OH 

};i1H N 

NR, 
R,N 

R=H. Me 

TACI (H) 4-12 
TDCI (Me) 4-13 

5. Reactividad de los complejos en la hidrólisis de ésteres y fosfoésteres 

El empleo de complejos metálicos en la hidrólisis de ésteres fosfato y de ácidos 

carboxílicos es un área de investigación muy activa.3o.31.67-72 Los sistemas empleados son muy 

variados, e incluyen desde el uso de óxidos y sesquióxidos minerales/3.74 anticuerpos,75 sistemas 

micelares/·76.77 microelmulsiones,78 compuestos organometálicos,79.8o complejos de porfirinas,'4 

cic1odextrinas,59.81.88 complejos intercaladores de ADN 82 o complejos macrociclicJos:2 hasta 

complejos más sencillos con aminas,78.83 oximas,84 etc., en los cuales se encuentran incluí dos 

cationes de metales de transición, lantánidos, actínidos 85 e incluso cationes como Bi(I1I) 86 o 

Pd(1I)87 

5.1. Complejos metálicos divalentes y Co(lll) 

Los estudios de hidrólisis de ésteres y fosfoésteres con complejos de cationes metálicos 

divalentes incluyen sobretodo metales de la primera serie de transición, particularmente Cu(I1) y 

Co(I1I), así como Zn(II); muchos de estos sistemas son modelos estructurales de metaloenzimas. 

El intenso estudio de la reactividad de complejos de Co(III) ha aportado una valiosa 

información respecto a los mecanismos de reacción, ya que por formar complejos inertes ofrecen 

posibilidades de explorar varios tipos de activación; sin embargo tienen la gran desventaja de dar 

productos de transesterificación, lo que descarta la posibilidad de que operen catalíticamente. Los 

sistemas con Cu(II) tienen, en general, menor reactividad que los de Co(III), pero varios de ellos 

son capaces de romper más de una molécula de sustrat088 El mecanismo fosfoesterolítico 

propuesto para algunos de estos sistemas implica la estabilización del estado de transición del 
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sustrato, donde el metal fonna un intennediario cíclico de 4 o 5 miembros con los dos oxígenos 

del fosfat0 89 La mayoría de los sustratos estudiados con estos sistemas están muy activados y la 

reactividad hacia fosfodiésteres ha sido estudiada con sustratos que contienen un potencial 

nucleófilo intramolecular, como los ésteres fosfato derivados del glicerol (utilizados como 

modelos de ARN), y con ADNsE. 

Los estudios con estos iones metálicos reportados en la literatura se pueden agrupar, por 

los efectos estudiados en: coordinación directa con los sustratos, activación de OH' como 

nucleófilo, cooperación ácido base, reconocimiento del sustrato, activación de otros nuc!eófilos 

por coordinación, y cooperación en complejos dinuc\eares 

5.2. Coordinación directa con los sustratos 

En el caso particular de la catálisis por coordinación directa de catión metálico con el 

éster, la activación depende de la estructura del sustrato y, obviamente, de su habilidad para 

coordinar iones metálicos. Se ha observado que la coordinación de un ion metálico genera 

nucleófilos intramoleculares: RO' para sustratos tipo ARN y OH' para otros sustratos. En ambos 

casos el efecto de aceleración estero lítico o fosfoesterolítico es muy grande. 

Por ejemplo, el efecto de iones metálicos, como Cu(Il), para promover la hidrólisis del 

éster 8-hidroxiquinolina 2-carboxilato 90, (5-1) ha sido estudiado a detalle y se reportó que la 

presencia del ion metálico incrementa la velocidad de hidrólisis en ca. 108 veces; mientras que la 

8-hidroxiquinolina en presencia de metales no se hidroliza. 90b Es importante mencionar que 

algunos de estos sistemas son muy sensibles a la naturaleza y número de iones metálicos. El éster 

5-2 se coordina con dos iones La(III) y su velocidad de hidrólisis aumenta 1013 veces (I'obs es 

1.36x 10,3 y -5x 10,17 S,I, respectivamente a pH 8.0 Y 30°C), mientras que la presencia de cationes 

Ni(Il), Co(Il), Zn(lI), Cu(Il), AI(III) no tienen ningún efecto sobre la velocidad; además se 

comprobó que es necesaria la coordinación de dos iones La(III) ya que para 5-3, que coordina un 

solo La(IlI), no hay ningún efecto.91 

5-1 5-2 5-3 
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5.3. Activación de OH' como nucleófilo 

Uno de los primeros grupos en reportar catálisis fosfoesterolítica con complejos de 

Co(I1I) y aminas simples (en, trien o dien) fue el de Sargeson, 18 estableciendo que la catálisis M

OH- comparada con la hidrólisis alcalina es más efectiva en la hidrólisis de fosfoésteres: 

Catálisis: 

5-4 

106 _108 veces 

[L2C03+(H20)] 7.3 

o 
\\~-H N NH3 ;O_p_OR H 

3 ". I 3+'''' \ 
Co O-

H N" I "NH 
3 NH3 3 

s-s 
102 

- 10 3 veces 

H20 15.7 

La coordinación de OH' con Co(I1I) produce una disminución muy fuerte de su basicidad, 

como se al comparar el pKa del agua coordinada y libre. Sin embargo, el ataque nucieofílico 

intramolecular de un OH' menos básico (5-4) es más eficiente que un ataque intermolecular (S-S). 

Esto indica la gran importancia del efecto de aproximación entre los reactivos que se manifesta 

también en la "molaridad efectiva" en reacciones orgánicas (ver Introducción). 

El grupo de Chin descubrió que el complejo [(ciclen)Co(OH2h]3+ produce una 

aceleración 1010 veces en la hidrólisis de dimetil fosfato comparada con la velocidad de hidrólisis 

espontánea (kobs=2x10-7 S-I para el complejo y kobs=9.3xlO-17 S-I a pD 6.3 y 60°cl El mecanismo 

incluye el ataque nucleofílico al fosfato del ion OH' coordinado, y aunque el sistema no es 

catalítico, la interpretación de este efecto tan dramático ha sido importante para el desarrollo de 

los sistemas catalíticos. 

El grupo de Fujii realizó estudios con complejos de Cu(lI) con poliaminas (4-2,4-3 Y 4-6, 

vide supra) en la hidrólisis del fosfodiéster (2,4-dinitrofeniletil fosfato) y del fosfotriéster (2,4-

dinitrofenildietil fosfato), sustratos muy activados57 Las constantes de velocidad observadas son 

1000 veces mayores que las constantes de hidrólisis alcalina y la dependencia del pH de estas 

constantes concuerda con la curva de distribución para la especie LCu(OHf, apoyando la 

participación del OH- coordinado como nucleófilo. 

Deal y Burstyn realizaron estudios detallados del complejo de otra poliamina cíclica 

Cu([91aneN3)Ch,71 que intercambia rápidamente sus cloruros por H20 (5-6) Y promueve la 
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hidrólisis de BNPP y ENPP. Respecto a la concentración del sustrato, el sistema se comporta con 

"saturación" (tipo Michaelis-Menten) formando un intermediario (5-7) y respecto al complejo, 

éste opera catalíticamente vía un mecanismo concertado; la constante de segundo orden para el 

hidroxocomplejo frente a BNPP es ca. de 100 veces mayor que para OH- (8 x 10-4 M- I S·I, 

35oC).92.93 Sin embargo, aunque la especie monomérica, que es catalíticamente activa, se forma a 

pH cercano a la neutralidad (pI<" 7.3 de datos cinéticos), se encuentra en muy pequeña 

proporción porque se forma una especie dimérica no activa (5-8, Kr 1220 M· I). Young y Chin 94 

demostraron que este complejo hidro liza dinucleótidos de ARN, y posteriormente se demostró 

que el complejo hidroliza sin especificidad ARN 95 Y ADN 53 de una y dos hebras. La desventaja 

del sistema para estas aplicaciones es que en presencia de agentes reductores tiene también un 

modo de acción oxidativo 02/Cu(I) a pesar de la restricción geométrica que impone el ligante 

(Cu(l) debe estar coordinado tetraédricamente). 

5-6 5-7 5-8 

Morrow y Trogler 96 estudiaron la hidrólisis de tres fas fa ésteres con el complejo 

Cu(bipy/+ (4-1 y 5-9). Este complejo tiene reactividad sólo a temperatura elevada (para BNPP, 

MNPP Y ENPP kobs = 2.0x I 0-2 M-Is-I, 6.4xlO·3 M-Is-I, 1.1xlO-2 M-Is- I respectivamente a pH 8.0, 

75°C). Los efectos de aceleración son moderados, del orden de 103 veces, sin embargo el 

complejo opera catalíticamente (ciclos de -100-1000 veces). Al incrementar la concentración, el 

complejo desprotonado se dimeriza y pierde su reactividad (5-10). 

5-9 5-10 

Los complejos de Zn(Il) con glicina, histidina y cisteína (5-11) son catalizadores de la 

hidrólisis de MNPP a 40°C y pH entre 5-10. El efecto catalítico es moderado, sin embargo es 
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interesante porque se interpreta la reactividad con base en la acción concertada del catión 

metálico y un OR (5_12).97 Ibrahim et.al. 98 estudiaron la hidrólisis de BNPP en presencia de 

complejos de Zn(Il) con ligantes tipo tris(2-aminoetil)amina. La dependencia de kobs en función 

del pH para dos complejos estudiados tiene una forma sigmoidal, y a partir de su análisis se 

atribuye la reactividad observada a la especie hidroxo del complejo con Zn(II). 

5-11 5-12 

5.4. Cooperación ácido-base 

Breslow y colaboradores 99 estudiaron los complejos de Zn(II) 5-13, 5-14 Y 5-15 con el 

fin de evaluar si existe una cooperatividad de los grupos tiofenol (5-14) e imidazol (5-15) no 

enlazados directamente al metal en la transesterificación del fosfoéster HPNP a pH 7.0 Y 35°C. El 

efecto de aceleración observado respecto al complejo 5-13 es de 9 veces para el tiofenolato y 20 

veces para el imidazol; a partir del análisis de kobs en [unción del pH se propone que estos grupos 

funcionan como bases generales en la catálisis. 

CH3MCH3 

c~~ 
5-13 

nr"n CH3~~~ 
Ct:J SH 

5-14 5-15 

Jenkins el.al. reportaron que el complejo [Cu(terpy)(OR)] (5-16) promueve la 

transesterificación de ARN a pH 8.6 Y 370C. 100 Liu y Hamilton hicieron modificaciones 

enlazando aminas terciarias protonadas al ligante, con un incremento de 7 veces en la velocidad 

de hidrólisis de HPNP a pH 7.0101 Jurek y Martell mostraron que 5-16 hidro liza BNPP;ó2.102 la 

dependencia de kobs respecto a la concentración del complejo muestra una "saturación" tipo 

Michaelis-Menten, y el efecto de aceleración encontrado es muy modesto: 105 veces respecto a la 

hidrólisis espontánea. (kcat= l.5xlO-6 
S-I, KM= 6.3xlO-3 M en 75% EtOH a pH 10.5, 35°C). Este 

ligante estabiliza al Cu(II) aún a valores de pH > 10. El pKa del complejo en 75% EtOH es 9.8, y 

se asigna al agua que genera un OR nucleofilico coordinado al metal. 
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El complejo de Cu(Il) (5-17) derivado de bipy fue estudiado por K6vári y Kramer. IOJ La 

introducción del grupo WHR2 da un efecto adicional de cooperatividad con el metal (5-18) y la 

reactividad encontrada hacia BNPP es 3400 veces mayor que la del complejo Cu(Il)(bipy) a pH 

6.6 (kcat= 4.4 x 10-3 
S-I, KM= 1.3 x 10-2 M (pH 6.6, 95% EtOH); el efecto de cooperatividad es de 

107 veces. Este complejo tiene tres grandes limitantes: no es muy soluble en agua (95% EtOH), 

precipita a pH > 6.8 y la hidrólisis es estequiométrica (un equivalente de MNPP disminuye >50% 

la velocidad de la reacción). 

R=H. CH,NICH,), 

/. 
:? ,r N 

I 

R 
~ N····_C~2 ..... N ~ 

R ; 

ÓH, 

5-16 

5.5_ Reconocimiento del sustrato 

Me,NH 
+ 

5-17 5-18 

Van y Breslow 88 modificaron elligante bipy uniéndole dos moléculas de ~-ciclodextrina 

con espaciadores éter (5-19a) y con este ligante se estudió la hidrólisis de un éster que elligante 

pudiera "reconocer" (5-19b) en disolución acuosa con 30% DMSO a pH 7.0, 25°C. En presencia 

de Cu(ll) y 5-19a la hidrólisis del éster 5-19b es 1350 veces más rápida respecto a la hidrólisis 

espontánea del éster, por lo tanto, el reconocimiento molecular del éster por el catalizador, puede 

dar un efecto de activación. 

OR 

~ 
I,R .. 11. R= 

8-0--"': 
"f..¡(' 

,.r"- ""~---O. 

(J~ 
5-19 5-20 

Breslow y Chipman 59 diseñaron el sistema (5-20) donde el nucleófilo es el anión oximato 

activado al formar un complejo ternario con Ni" y la ciclohexamilosa provee una cavidad 

hidrofóbica para reconocer la parte aromática del sustrato (PNPA y 5-sulfonato de 

8-acetoxiquinoleína). El reconocimiento aumenta la velocidad de hidrólisis más de 1000 veces 
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para PNPA (kobs= 2.2 xl0,4 S'I a 55°C para 2-piridínaldoxima-Ni ll , y kobs= 19.3 xlO,2 S'l a 30°C 

para la ciclohexamilosa-2-piridínaldoxima-Ni ll
). 

5.6. Activación de RO- como nucleófilo 

Para ésteres y fosfoésteres se ha encontrado que los alcoholatos son nucleófilos mucho 

más eficientes que el ion hidroxo (ver Tabla 3-2) y se pueden activar por coordinación. 

Kimura y Kodama 104 investigaron la reactividad de complejos de Zn(lI) con tetraaminas 

macrocíclicas (5-21 a 5-24) en la ruptura de BNPP a 35°C con fin de evaluar grupos alcohol 

pendientes como nuc!eófilos. Los valores de pKa de estos complejos varían en 0.4 unidades, 

mientras que las constantes catalíticas (kcat en M'IS'I ) varían más de dos órdenes de magnitud, 

por lo tanto en el caso de 5-23 y 5-24 los nuc!eófilos no son grupos hidroxo; la la reactividad de 

5-24 comparada con la de 5-21 indica que la presencia del grupo alcoholato causa un efecto de 

aceleración de 125 veces a pH 9.3, Y se forma como producto final el complejo fosforilado. El 

mecanismo de reacción propuesto contempla dos ataques nucleofilicos: el primero por el 

alcoholato y el segundo por un grupo hidroxo coordinado al Zn(I1), esquema 5.1. 

1\ 

CN~~~N) N 'N 
\..J 
5-21 

pK,,= 7.9 
kcat (M,IS'I) = 2.1xIO's 

~) 
C

t:tN. 9H~.N) 'z 2+ 
.. ' n ... 

N NH H\..J 
5-23 

pK,,= 7,6 
5.4xlO,4 

Esquema 5.1 
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Young el.al. trabajaron con complejos Cu(II) comparando la reactividad de dos 

nucleófilos: alcoxo e hidroxo (5_25_5_27).105 Los pKas de los complejos son muy parecidos (9.0, 

8.9 y 8.8 respectivamente) mientras que la reactividad del complejo hidroxipropil es 37 veces 

mayor que el la del complejo hidroxo en la ruptura de BDNPP (k= 0.72 M,IS,I, 0.02 M'IS'I 

respectivamente a 25°C, pH 8.8). Si la cadena del grupo alcoxo es más corta no se fomla el 

alcoholato coordinado y la reactividad disminuye (k= 9.5 x 10,3 M'IS'I). Sin embargo, el 

nucleófilo alcoxo forma el producto de transesterificación sin completar ciclos catalíticos y si el 

fosfodiéster no tiene buenos grupos salientes, el complejo hidroxo es más activo. 

< 9R > - H~ OH -

5-25 5-26 5-27 

Los aniones oximato, con reactividad nucleofilica similar al OH', han sido estudiados en 

la hidrólisis de varios ésteres. Por ejemplo, la reactividad estero lítica de complejos de cationes 

metálicos divalentes con 2-piridinaldoxima en la ruptura de PNP A Y del 5-sulfonato de 8-

acetoxiquinoleína,59 muestran un efeCto de aceleración de 100 veces para PNP A y mucho mayor 

para el éster derivado de quinolcína, comparando el complejo con el ion oximato a pH neutro. En 

este trabajo se demuestra que el nucleófilo es el grupo oximato que forma un compuesto 

intermediario O-acilado del oximato y posteriormente se hidroliza; se propone un mecanismo 

general de esterólisis en presencia de oximas (Esquema 5.2). 

R'=--@-NO' 

-o-so; 
O 

R=H. eH, 

Esquema 5.2 
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Posterionnente, Suh y colaboradores 106-109 comparan el efecto de los iones Zn(lI) y 

Cu(Il) en la hidrólisis de PNP A en presencia de 2-piridín acetoxima, y en la hidrólisis de su 

derivado acilado. El complejo de Zn(Il) tiene una reactividad muy alta, incluso mayor a la 

esperada para el ion oximato libre, pero el complejo de Cu(II) casi no tiene reactividad. En la 

velocidad observada para la desacilación (ko) de la O-acetil-2-piridín aldoxima, el Cu(Il) (5-28) 

tiene un efecto mucho mayor que el Zn(II) (5-29) respecto a la desacilación espontánea, debido a 

que disminuye el valor de pKa de la oxima de 10.0 a 3.2 haciéndolo un grupo saliente mucho 

mejor. Esta fuerte acidificación de la oxima es, por otro lado, responsable de su pérdida de 

reactividad como nucleófilo. 

5.8. Cooperación en complejos dinuc1eares 

Zo 
kD ---

5-29 (koZn/ ko) = 1.28 x 10J 

La importancia de cooperación de dos o más IOnes metálicos dentro un complejo 

polinuclear ha atraído la atención debido a que se ha investigado la existencia y función de sitios 

activos polimetálicos en enzimas hidrolasas (vide infra). Por ejemplo para cobalto (1Il) y 

cobre(Il) hay varios sistemas dinucleares, (5-30, 5-32) en los que uno de los iones contribuye a 

estabilizar la carga de fosfato, mientras que otro tiene como ligante el grupo nucleofilico que hará 

la ruptura del éster.llo.JI Para 5-30 esta interacción con el sustrato se comprobó identificando el 

producto de reacción 5-31. 

5-30 5-32 
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Liu y Hamilton \01 unieron los ligantes bipy y terpy para formar un complejo que pudiera 

coordinar a dos iones Cu(Il) 5-33, y estudiaron la transesterificación del sustrato HPNP, que 

puede de generar un nucleófilo intramolecular (kobs =1.l3xlO-7 
S-I, pH 7.0, 25°C). Observaron 

que existe cooperatividad: kobs se incrementa 7 veces respecto al complejo Cu(Il)(terpy), y 300 

veces respecto a la ruptura del sustrato sin catalizar. La comparación de otros dos sistemas 

bimetálicos similares: uno con dos ligantes bipy y otro con dos ligantes terpy, muestra que el 

efecto del segundo ion Cu(Il) es de 50 veces respecto al complejo mononuclear y del orden de 

103 veces respecto a la velocidad no catalizada. El esquema de reacción propuesto (5-33) implica 

la activación simultánea, como electrófilo y base, por parte de los iones Cu(II). 

5-33 

En la Tabla 5.1 se resumen algunos valores de kobs en la hidrólisis de fosfoésteres para 

algunos sistemas con metales divalentes y Co(III). Como se ha visto, hay sistemas muy reactivos 

con Co(llI), y su estudio ha contribuido principalmente a esclarecer el mecanismo de reacción de 

los complejos frente a la hidrólisis de ésteres: la activación del nucleófilo, la estabilización del 

estado de transición, etc.; estos sistemas tienen la gran desventaja de no poder completar varios 

ciclos catalíticos, ya que los complejos de Co(III) son inertes y el intermediario acilado o 

fosforilado no se hidroliza para regenerar el complejo catalizador. 

En resumen, la reactividad de los complejos de iones metálicos transicionales como 

Co(lll), Zn(II), Ni(II), y Cu(ll), como lo demuestran las dependencias del pH de las velocidades 

de reacción de hidrólisis de ésteres fosfato, se debe a la participación de iones OH- coordinados 

como nucleófilos. Para los fosfoésteres que incluyen un grupo ROH, como los derivados 

fosforilados del glicol, esta activación adquiere un carácter intramolecular añadiendo un factor 

acidional a la velocidad de hidrólisis. 
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Tabla 5.1. Hidrólisis de fosfoésteres para sistemas con metales divalentes y Co(IlI). 
Sistema Sustrato y 

constante kobs (S,I) 

Condiciones Ref. 

CaCI2 HNPP, 8.9 xlO'o pH 7.0, 37°C, 0.5 mM metal I I I 
MgCh HNPP, 1.47 xlO'o pH 7.0, 37°C, 0.5 mM metal I I I 
ZnCI2 HNPP, 4.7 xlO'o pH 7.0, 37°C, 0.5 mM metal I I I 
PbCI2 HNPP, 8.9 xlO'> pH 7.0, 37°C, 0.5 mM metal I 1 I 
Pb(Il) + ([9]aneN3) HNPP, 1.6 xlO'" pH 7.0, 37"C, 0.5 mM metal II I 
Pb(lI) HNPP,lxl0-4 pH 6.8, 37°C, 0.5 mM metal 112 
Cu(Il) HNPP,2xlO" pH 6.8, 37°C, 0.5 mM metal 112 
Zn(Il) HNPP,9.0xIO'o pH 6.8, 37°C, 0.5 mM metal 112 
Co(Il) HNPP,l.3xIO' pH 6.8, 37°C, 0.5 mM metal 112 
Mn(Il) HNPP,2.2xIO'o pH 6.8, 37°C, 0.5 mM metal 112 
Ni(ll) HNPP,1.6xIO'o pH 6.8, 37°C, 0.5 mM metal 112 
Mg(Il) HNPP,7.4xI0·· pH 6.8, 37°C, 0.5 mM metal 112 
Ca(Il) HNPP,4.8xI0·o pH 6.8, 37"C, 50 mM metal 112 
Cu(N03h BNPP, 5.7 xlO,t pH 6.5, 75°C, CU(N03)2 100 mM 114 
Co(enh(OH)(NH3)"' BNPP, <10"" pH 7.0, 50°C, lO mM complejo 113 
Co(enheOH)(H2O)"' BNPP, 2.7 xIO" pH 7.0, 50°C, lO mM complejo 113 
Co( trien)( OH)(H20Y' BNPP, 4.8 xlO-4 pH 7.0, 50°C, lO mM complejo 113 
Co( dien)(OH)(H20r~ BNPP, <10'0 pH 7.0, 50°C, 10 mM complejo 113 
Co(cyclenY BNPP,4.21xlO'" pH 7.25, 25°C, 2 mM Co(IlI) 1 18 
Co(trpnY' BNPP,1.66xI0" pH 7.25, 25°C, 2 mM Co(I1I) 118 
Ni(bipy)"' BNPP, 4.6 xlO' pH 7.0, lO mM buffer, lOO mM 114 

NaN03, 75°C, I mM complejo 
Zn(bipy)"" BNPP, 1.39 x 10'0 pH 7.0, 10 mM buffer, lOO mM 114 

NaN03, 75°C, 1 mM complejo 
Cu(bipy) BNPP, 1.36 xlO'> pH 7.0, lO mM buffer, lOO mM 114 

NaN03, 75°C, 1 mM complejo 
Cu(bipy)' BNPP 95% EtOH,. 100 mM KCI, 20°C 103 

kca'= 1.5 x 10,6 S·I 5 mM Complejo 
KM= 8.3 x 10,3 M 

Cu(tren)"- BNPP, 4.5 xlO'o pH 7.0, 75°C, 1 mM Complejo 114 

Zn(tren)"' BNPP, 5.1 x lO" pH 7.0, 75°C 114 

Ni(trenY' BNPP, 1.7x lO" pH 7.0, 75°C 114 

Ni(en)"' BNPP, 5.8x lO" pH 8.60, 75°C 114 

Ni(4-14)" BNPP, 9.92x lO' pH 8.60, 75°C 114 

Cu(terpy)(OH) BNPP pKa del complejo 9.8, 75% 102 
kca'= 1.5 x 10,6 s,l EtOH,. lOO mM KCI, 35°C 
KM= 6.3 x 10,3 M 2 mM Complejo 

Cu(tren) BNPP pH 6.6, 95% EtOH, 100 mM 
kca'= 4.4 xlO,3 s 

,1 buffer, 20°C,5 mM Complejo 103 
KM= 1.3 xl 0,2 M 



32 Antecedentes 

5.9. Cationes de lantánidos (111). OH" Y RO" como nucleófilos. 

Los primeros reportes de actividad fosfoesterolítica en presencia de iones lantánidos datan 

de los años 60's y describen sistemas heterogéneos en los que la reactividad se atribuye a los 

hidroxo geles37 En los últimos años la aplicación de estos cationes trivalentes en sistemas 

catalíticos homogéneos en disolución acuosa ha llamado la atención68.71.115.116 

Existen varias ventajas al usar iones lantánidos y sus complejos comparada con los iones 

metálicos de transición: tienen mayor carga positiva, resisten más la hidrólisis por tener mayores 

valores de pKa ,54 tienen números de coordinación mayores 117 que dejan posiciones libres para 

interactuar con el sustrato y/o activar nucleófilos, son cinéticamente lábiles lo cual permite 

diseñar sistemas que pueden completar varios ciclos catalíticos y la mayoría no experimentan 

reacciones de óxido-reducción a condiciones cercanas a las fisiológicas. 68 

En la mayoría de los sistemas esterolíticos y fosfoesterolíticos intermoleculares basados 

en iones Ln(IlI), se considera que las especies con reactividad nucleofilica hacia los sustratos son 

aniones hidroxo (OH") o aniones alcoxo (RO"); frecuentemente son los únicos nucleófilos que 

razonablemente pueden proponerse, y cuando existe la posibilidad de que ambos sean 

nucleófilos, es muy dificil discriminarlos entre sÍ. Las formas activas de los catalizadores en estos 

sistemas pocas veces han sido identificadas, sin embargo hay evidencias convincentes de que la 

ruptura de sustratos en presencia de cationes Ln(III) ocurre mediante la acción concertada del 

catión metálico y el nucleófilo (OH" o ROlJo.JI.69"72.116.119 

Parte de esta evidencia es la dependencia de las kobs respecto al pH para la ruptura de 

ésteres fosfato promovidas por cationes Ln(I1I) (por ejemplo, la hidrólisis de ARN con LaCh,120 

la hidrólisis de tri ésteres fosfato con un complejo macrocíclico de La(I1I),62 y la hidrólisis de 

ésteres fosfonato con La(I1I) 1 19). Las curvas de kobs vs. pH muestran poca dependencia en valores 

de pH ácidos, después tienen un incremento pronunciado en un intervalo de ca. 2 unidades de pH 

y finalmente vuelven a nivelarse en valores de pH básicos; analizando estas curvas sigmoidales 

es posible asignar un valor de pKa a un nucleófilo, o proponer el número de especies 

desprotonadas en la forma cinéticamente activa. Otra parte de esta evidencia ha sido la detección 

por diferentes técnicas de productos de transesterificación para nucleófilos alcoxo64
•
122 

No obstante la complejidad de estos sistemas, los efectos de aceleración reportados varían 

desde de uno o dos órdenes de magnitud hasta efectos de 1010 veces respecto a la hidrólisis 

espontánea del sustrato, haciendo a estos sistemas particularmente interesantes. 
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Roigk el. al. encontraron que los acuoiones de lantánidos (Ln(I1I)= La, Pr, Eu, Gd, Dy, Er, 

Tm, Yb, Lu) promueven la ruptura de BNPP a 50°C y pH 7.0,123 donde las especies reactivas 

probablemente son los hidroxocationes generados por hidrólisis de los acuoiones. La dependencia 

de kobs de primer orden respecto a la concentración de los iones Ln(I1I) exhibe un 

comportamiento de "saturación" tipo Michaelis-Menten. Los valores de KM para diferentes 

cationes, muestran pequeñas variaciones (1600-3200 M- I
) sin ninguna tendencia respecto al ion 

empleado. La constante catalítica, k"h es del orden 10-4 S-I para todos los cationes empleados, y 

correlaciona inversamente proporcional al radio iónico del catión (excepto para Yb(IIl) y Lu(lIl) 

para los que se forman agregados no reactivos a causa de su alta densidad de carga). Al 

incrementar la fuerza iónica en presencia de los iones Ln(I1I) se observa una disminución en los 

valores de kobs y se sugiere una competencia entre los cationes por los iones fosfato para formar 

"pares iónicos". Estos acuocationes también promueven la hidrólisis de ADN plasmídico 

superenrrollado (pBR322). Con ADNsE también se observó un comportamiento tipo Michaelis

Menten respecto al metal y las constantes catalíticas observadas, a concentraciones -5 mM, son 

del orden Ixl 0-4 S -1 _ 123 

De estos resultados se puede ver que para los acuocationes de Ln(IIl), dependiendo de la 

densidad de carga del catión, existe una activación del grupo fosforilo y se genera OH" 

coordinado como especie nucleofilica; el efecto de aceleración de 7 órdenes de magnitud para la 

hidrólisis de fosfodiésteres respecto a la hidrólisis espontánea en agua. Sin embargo, a pH neutro 

la fracción del nuc1eófilo OH" coordinado es muy pequeña ya que los acuocationes de Ln(I1I) 

tienen valores de pl<" alrededor de 9,54 y para formar cantidades apreciables de sus 

hidroxocomplejos es necesario ir a disoluciones básicas. Por otro lado, los hidróxidos de 

lantánidos tienen productos de solubilidad pequeños (10-20_10-22 M-4
) Y fácilmente coprecipitan 

con iones inorgánicos simples como nitrato o cloruro que reducen aún más su solubilidad54 Por 

ejemplo, en el caso de EuJ
+ el producto de solubilidad para Eu(OH») es igual a 2.5xlO-26 M4 y el 

valor de pl<" de Eua/+ es de 8.6.54 Esto significa que para una disolución l mM el precipitado 

Eu(OH)) aparece a un valor de pH~6.5 cuando el grado de formación de Eu(OH)2+ (una especie 

con posibilidades de ser esterolíticamente activa) es aún menor al 1 %. 

En suma, para la mayoria de los acuocationes Ln(IIl), sus disoluciones se vuelven 

inestables a valores de pH ligeramente mayores que 7 y sus complejos hidroxo, que son las 

especies reactivas, solamente se producen en muy bajas concentraciones. Una posible solución a 
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este problema es el uso de ligantes apropiados, los cuales puedan proteger a un catión Ln(Ill) de 

la precipitación, pero no decrementar mucho su electro filia necesaria para generar el anión OK u 

otro nucleófilo coordinado y para activar al sustrato. La estabilización de estas especies conduce 

a generar hidroxocomplejos esterolíticamente activos. 

En la literatura existe una gran variedad de sistemas que usan cationes Ln(IlI) en 

combinación con ligantes que van desde los polioles más sencillos hasta elegantes macrociclos 

para hidrolizar diferentes ésteres y fosfoésteres incluyendo ADN y ARN. 

Hay y Govan 124 reportaron un incremento de 100 veces en la actividad del complejo 

macrocíclico 5-34 de La(llI) en la hidrólisis de 2,4-dinitrofenildietil fosfato al ir de pH 7.0 (kobs 

6.25 x 10.7 S'I) a pH 9.5 (kobs 7.28 x 10.5 S-I) sin que se observara la precipitación de hidróxidos 

en disoluciones básicas, pero el sustrato empleado está muy activado y la contribución del anión 

OH- es muy alta (kOH- 53 M-Is- I para 2,4-dinitrofenildietil fosfato). 

1\ CH3 

N N 

La(lII) 

CH3 

5-34 

Morrow y colaboradores estudiaron una sen e de complejos macrocíclicos de Ln(Ill) 

derivados dell,4,7,10-tetraaza-ciclododecano que son muy estables en disolución acuosa (ty,-2-3 

semanas a pH neutro y 37°C).64,112b.125-129 Probaron su reactividad en la transesterificación del 

éster 4-nitrofenílico del 2-hidroxipropil fosfato (modelo de ARN), y en la hidrólisis de 

oligómeros del ácido adenílico (A I2-AIs) Y BNPP. El complejo 5-35 con La(llI) tiene buena 

reactividad hacia los dos primeros sustratos (kobs=1.6lx 10-5 S-I, pH 7.4 Y kobs=1.58x I 0-4 S·I, pH 

7.0 a 37°C). Llama la atención que para el complejo 5-35 de Eu(III) no observan reactividad y 

para el 5-36 sí, incluso mayor que para La(III) (kobs-2xI0-J s-\ pH 7.0 a 37°C con 

concentraciones mM del complejo). Mediante estudios de luminiscencia mostraron que la 

diferencia en la reactividad para los complejos de Eu(llI) con 5-35 y 5-36 es debida al número de 

moléculas de agua que puede coordinar y que pueden desprotonarse: en 5-35 se coordina una 

molécula, pero no se observa ninguna desprotonación entre pH 4-9 Y en 5-36 pueden coordinarse 

dos moléculas y se observa un pI<" a 6.58. Por lo tanto, para 5-36 a pH neutro existe más del 50% 
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del complejo en una forma reactiva, mientras que para 5-35 la fracción debe ser casi indetectable. 

Una modificación interesante es el cambio de las amidas por alcoholes. El efecto sobre la 

reactividad es notable ya que el complejo 5-35 con Eu(III) puede promover efectivamente la 

ruptura de monorribonucleótidos y de BNPP (kobs=2x10-4 S·I, pH 7.4 a 37°C). Este incremento en 

la reactividad se debe a un cambio en la especie nucleofilica, de OK a RO·, con mayor 

reactividad intrínseca generado a valores de pH cercanos a la neutralidad. 

5-35 5-36 

Schneider y colaboradores probaron vanos tipos de ligantes (aminas, polioles y 

aminoéteres) en la reactividad hidro lítica de La(I1I), Eu(IIl) e Yb(III) hacia ADN superenrrollado 

a pH 7.0 y 37°ClJO
,131 Encontraron que las aminas, aminoéteres y polioles producen efectos 

menores sobre la reactividad hidrolítica comparada con los acuocationes y en el caso de los 

ácidos carboxílicos existe una fuerte inhibición, por ejemplo: 

OH COOH COOH 
OH 

~O" 
OH OH OH 

E
OH OH 

[OH OH Ha Ha Ha 
OH Ha 

OH OH OH OH OH 
OH OH 

OH OH OH OH 
OH 

OH OH COOH 

La(I1I) vS. ADN 1.05 1.50 1.05 1.05 

Eu(IlI) vs. BNPP 1.03 l.l6 0.54 2.00 2.53 0.0055 <0.0012 

Al parecer esta inhibición se debe a que la mayor estabilidad que proporcionan los 

ligantes con grupos carboxilato conlleva una desactivación del nucleófilo OK también 

coordinado al catión. Este efecto ha sido observado al emplear La(III) en presencia de EDT A 

como ligante: su reactividad hidrolítica es tan baja que sólo se manifiesta con poli fosfatos 

inorgánicos. l32 Este efecto depende delligante empleado. Por ejemplo, la presencia de la función 

carboxilato en aminoéteres da constantes de estabilidad entre 107_10 12 con algunos cationes,llJ 

pero esta situación cambia con los lantánidos y además se inhibe la hidrólisis de fosfodiésteres. 
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Por ejemplo, para el aminoéter 5-38 la reactividad del complejo con Eu(IIJ) comparada 

con el acuocatión es solamente 1.02 veces mayor. 1Jl El estudio del complejo 5_39 134 muestra que 

aún con un carboxilo adicional las constantes de formación del metal con el ligante desprotonado 

no son muy diferentes a las del aminoéter y sólo alcanzan valores de 103 M-l sin depender de la 

distancia a la cual está el carboxilo_ Su efecto es muy modesto en la reactividad hacia ADN y 

BNPP (para BNPP kobs = lxlO-4 sol en presencia de Eu(IIl), kobs=3.08xlO-4 sol en presencia de 

5-39, n=3, pH 7.0 Y 50°C, 2 mM). 

5-39 

~OH 
N 

HO~'-.....-------OH 

HO OH 

BisTris 

En contraste, la presencia de aminoalcoholes, con menores posibilidades como ligantes, 

puede estabilizar a los hidroxocomplejos de Ln(lII). Por ejemplo, se reportó la estructura y la 

reactividad del complejo de La(III) con BisTris. 1J5 La estructura de RX del complejo muestra al 

metal decacoordinado con dos moléculas de BisTris, aunque en disolución acuosa los datos 

muestran que el complejo es 1: 1. La constante de formación del complejo es de KF5x l 04 M- l, Y 

el pK" del BisTris disminuye de 6.5 a 4.0 en presencia del un equivalente de La(lll). La 

reactividad de una mezcla 1:1 de La(III) con BisTris, en el intervalo de concentraciones de 0.5-20 

mM, alcanza un máximo al adicionársele 2 equivalentes de NaOH. La constante de velocidad 

observada en la hidrólisis de BNPP para disoluciones de BisTris/La(lIl) y para La(Ill) ambas con 

2 equivalentes de NaOH es muy similar, por tanto, la presencia del ligante no da un efecto 

negativo en la velocidad pero contribuye a la estabilización de los hidroxocomplejos del metal. 

La estructura hipotética del complejo activo es [(BisTris)La(OH)4La(BisTris)]2+, sin embargo no 

se reportan ningunos datos, excepto una titulación potenciométrica, que comprueben la 

estequiometría del complejo activo. 

Otro aspecto importante, observado en vanos sistemas, y que conduce a incrementos 

relevantes en la velocidad de reacción es el efecto de cooperatividad entre iones metálicos. En la 

literatura se pueden encontrar ejemplos de cooperación entre: 1) Ln(III) con Ln(Ill), 2) Ln(IIJ) 

con otros iones metálicos y 3) dos iones Ln(IIl) en complejos dinucleares. 138 Por ejemplo, se ha 

reportado que existe un efecto importante de cooperatividad entre el acuocatión de La(Ill) y sales 
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de Fe(IIl), Mn(III), Sn(IV), In(III) y Ga(III) en la hidrólisis de BNPP 136 pero un aspecto muy 

dudoso de este trabajo es que la catálisis se observa en medios acuosos a pH 7.0 Y temperatura 

50°C, es decir, a condiciones de precipitación cuantitativa para las sales sencillas de todos los 

cationes usados. 

Takasaki y Chin encontraron un efecto de cooperatividad entre peróxido de hidrógeno y 

Ln(III) (La, Pr, Nd y Eu) en la ruptura del fosfodiéster BNPP que incrementa la velocidad de 

ruptura en 8 órdenes de magnitud (kobs-10-3 
S-I a pH 7.0 Y 25°C, concentraciones mM).119.J37 La 

dependencia de la constante de velocidad observada es de orden 2 tanto para la concentración de 

La(lIl) como para la concentración de peróxido, y la dependencia del pH es muy pronunciada y 

su ajuste requiere considerar 2 La(III) y 2 ol-, por lo tanto, se propone que la especie que 

interactúa con el fosfato, a estas condiciones, es dinuclear (Esquema 5-3). Por otro lado, mediante 

experimentos con H2
180 2 se determina que el peróxido funciona como nucleófilo, activado por su 

coordinación con los iones La(IIl). 

k, 
--.. Productos 

+ 

Esquema 5-3 

En algunos sistemas fosfoesterolíticos se ha observado que es necesaria la participación 

de dos iones lantánidos,138 incluyendo trabajos realizados con complejos macrocíclicos 

dinucleares. Estos últimos muestran que la participación de ambos iones metálicos puede tener un 

efecto catalítico muy importante en la hidrólisis de fosfodiésteres. 62,139,140 Por ejemplo, la 

hidrólisis del ADNSE plasmídico pUCI9 es promovida por los complejos dinucleares de Ho(IlI) y 

Er(III) con 5_40. 140 La presencia de Ho(III) prácticamente no afecta la velocidad de hidrólisis, 

mientras que en presencia de (5-40)H02 se ve incrementada 1.5 veces a pH neutro y 37°C. Los 

complejos de Eu(III) y Pr(IlI) con 5-41 catalizan la hidrólisis de BNPP y ADNSE a pH 7.0 Y 50°C. 

Para BNPP la velocidad de hidrólisis se incrementa 1.5 veces respecto a la presencia del 

acuocatión al emplear (5-41)Eu2 y para (5-41)Pr2 el efecto es de 72 veces. 
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H,C 
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H,C CH, 

5-40 5-41 

Jurek y Martell encontraron cooperatividad en la hidrólisis de BNPP entre iones La(lI!) 

del complejo macrocíclico para la activación de OH· como nucleófilo y además observaron la 

participación de 3 complejos dinucleares en el proceso.62 Las constantes de velocidad observadas 

en la hidrólisis del fosfodiéster BNPP en presencia de La(III) y 4-8 dan efectos de aceleración de 

ca. de 10 órdenes de magnitud en medios básicos (kcat= 4x10-4 S·I a pH 7.0 Y - 0.32 S·I a pH 10 a 

37°C, complejo 5 mM). La mayor parte de la reactividad observada es debida al complejo 4-8 

La2(OH)¡ (vide supra). Esta reactividad inusitadamente alta se debe principalmente a la 

cooperación de los dos grupos OH· de la especie dinuclear. Otro aspecto de este trabajo es que el 

orden de reacción es de tres para el complejo dinuclear, lo quc implica la participación de 3 

complejos dinucleares en el proceso de hidrólisis. El esquema 5-4 muestra el mecanismo 

propuesto por los autores62 

NO, 

) La" 
3+ 3+: ~ La ....... O La· \ 

~/ '\ ~ : q\ ' 
'OH OH r p4·. / 

... .' -------- / '. '-3. 
\ \ .... ,. ··0 "L' ,JLa 

'~q . 
NO, 

Esquema 5-4 

A partir de estos y otros estudios similares se ha propuesto que, en sistemas dinuc\eares 

donde el nuc\eófilo es un grupo OH·, los cationes metálicos le proporcionan a este nucleófilo 

activación y aproximación al grupo fosforilo de manera simultánea. 
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5.10. Cationes tetravalentes: OH' como nucleófilo. 

Existen varios ejemplos en la literatura de sistemas hidro líticos con gran reactividad, 

particulannente con di ésteres fosfato, que emplean complejos de iones metálicos en estado de 

oxidación (IV), como Zr(IV), Ce(IV), Th(IV) y U022+, en la hidrólisis de fosfodiésteres 

sintéticos, ADN y dinucleótidos, y se ha comprobado que son capaces de romperlos,141-156 pero 

desafortunadamente no hay una sistematización. En estos sistemas se considera que los aniones 

OR unidos al ion metálico son los nucleófilos. En ténninos generales podemos pensar que, por 

ser tetravalentes, su habilidad como ácidos de Lewis para compensar la carga negativa de los 

ésteres fosfato (P-O-) es mayor que para iones trivalentes o divalentes, pero hay que considerar 

que el ataque nucleofilico de los OR coordinados depende de la basicidad de estos aniones. 

Una consecuencia directa sobre la reactividad es que estos metales tienen valores de pKa 

muy bajos: las moléculas de agua de hidratación se desprotonan incluso a pH ácido (el pKa de 

Th(lV) es 3.89, el pKa de Ce(IV) es -0.72) generando la especie nucleofilica M(IV)-OH- a bajos 

valores de pH54 La reactividad de estos sistemas hacia fosfodiésteres es una de las mayores 

encontradas en la literatura (efectos de aceleración de hasta 1010 veces)141-143 pero tienen una 

química complicada en disolución acuosa: los hidroxocomplejos de estos cationes fácilmente 

fonnan oligómeros (tetrámeros, octámeros, especies unidas por puentes hidroxo, etc.) y 

posterionnente precipitados, incluyendo geles, que han impedido la caracterización de sus 

especies en disolución y por tanto no es claro cuáles son las especies responsables de tan alta 

reactividad. En algunos casos, para estabilizar las especies reactivas, se han adicionado otros 

reactivos que finalmente limitan la aplicación de estos sistemas; en otros, se han empleado 

ligantes polidentados que fonnen complejos estables con M(lV), como ligantes policarboxilatos 

(EOT A), pero desafortunadamente reducen fuertemente su reactividad estero lítica. 144 

Los estudios generalmente se realizan a pH ácido para evitar la presencia de geles. Por 

ejemplo, la ruptura del dinucleótido TpT (timidilil (3',5')timidina) a pH S;4 empleando Ce(IV) a 

50°C y Th(IV) a 70°C transcurre con una kobs del orden de 10-6 
S-l, pero no es posible mejorar 

mucho este tipo de sistemas sin su estabilización a mayores valores de pH, pues las temperaturas 

empleadas ya son altas; además Th tiene la desventaja de ser un elemento radioactivo. 

Hay varios estudios que involucran procesos oxidativos. Por ejemplo, se ha empleado 

Ce(1lI)/02 - Ce(lV) en la hidrólisis del dinucleótido dApdA 145 con valores de kobs de _10-4 
S-l a 

37°C pero estos procesos redox no son deseables debido al poco control que puede tenerse 
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comparado con las rutas nucleofilieas que son mucho más específicas. En la Tabla 5.2, se 

presenta un resumen de algunos sistemas con M(IV) en la ruptura no oxidativa de BNPP y 

dinuc1eótidos. 

Tabla 5.2. Hidrólisis de fosfodiésteres con hidroxocomplejos de M(IV) 

Sistema Sustrato Condiciones Ref. 
y kob, (S'I) 

[Zr (acach(sae)] BNPP, 1.5 x 10'0 pH 7.0, 10 mM TrisIHCl, 10 mM KCI y MgCl¡, 154 
5 mM CaCl¡, 37°C, 0.045mM Complejo, BNPP 
0.016 mM 

Zr(IV) TpT, 2.3 x 10'0 pH 3.5 (pHmax 4.0), 50°C, Zr(IV) I mM en 155 
presencia de Tris 

Zr(IV) BNPP,8 x 10 pH 3.5, 37°C, micelas Brij, Hepes, lmM Zr(IV) 151 
Ce(lV)/palmitat02 BNPP, 2.6 x 1O'¿ pH 7.0, micelas Brij, Hepes, 37°C 143 

[Ce(IV)/palmitat02] > [BNPP] 
Ce(IV) TpT, 5.28 x 10'0 pH 7.0, 50°C, estequiométrica 150 
Ce(lV) TpT, 5.5 x 10'0 pH 7.0, 50°C, gel de hidroxocomplejos de 146 

Ce(IV) 
Ce(lV)/Pr(lll) TpT, 4.7 x lO'" pH 7.0, 50°C, gel de hidroxocomplejos de 149 

Ce(IV) y Pr(III) 
Ce(IV) TpT, 4.6 x 10'u pH 1.3-3.3, 50°C, Ce(IV) 1 mM 146 
Th(IV) BNPP, 2.8 x 1O'¿ pH 6.0, micelas Brij-35 2 mM, HEPES 10 mM, 143 

37°C, Th(IV) 1 mM, BNPP 0.05 mM 
Th(lV) TpT, 4.5 x 10'0 pH 4.0, 70°C, Th(IV) 4 mM 153 
U02" BNPP, 9.5 x 10'0 pH 6.0, HTMED, 37°C, 156 

[HTMED/ U022+] > [BNPP] 

Un catión interesante es Zr(IV), que si bien tiene hidroxocomplejos con equilibrios 

complicados en disolución acuosa, tiene la ventaja de no presentar una química redox. Para el 

complejo [ZrIV(acac)z(sae)] (5-42) se reportó la hidrólisis de BNPP con una constante de 

velocidad observada moderada, comparable a la observada para acuocationes de lantánidos(III)154 

probablemente debido a la excesiva desactivación por los ligantes carboxilato y alcoholato. 

Vale la pena mencionar que para Zr(IV) a pH 3-5 Y 20°C la presencia del aminoalcohol, 

Tris, incrementa la reactividad de la sal del metal 1.5 veces (kcat =4.9x 1 0,3 s'l a pH 3.5 Y 20°C)155 

a las mismas condiciones en la hidrólisis de los fosfodiésteres BNPP y el dinuc1eótido TpT y 

promueve la hidrólisis de MNPP con constantes de velocidad comparables a las de BNPP. En 

contraste, la presencia de su análogo tris (hidroximetil)etano, que carece de la función amino, no 

contribuye a la velocidad de la reacción. 
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HO~ ( 6H 
OH 

Tris(hidrox imeti I )etano 

Por lo expuesto anteriormente la coordinación de los iones lantánidos y de iones con 

carga (IV), sigue siendo uno de los factores más importantes para desarrollar catalizadores 

activos en la hidrólisis de ésteres. Posiblemente los ligantes más adecuados como estabilizadores 

y no desactivantes son ligantes abiertos con grupos donadores de oxígeno o combinaciones de 

oxígeno y nitrógeno, como aminoalcoholes y oximas, que tienen constantes de estabilidad 

aceptables para estos cationes, y es posible que no decrementen excesivamente su electrofilia. 

El hecho de coordinar a estos cationes tri- y tetravalentes permite solucionar el problema 

de la baja estabilidad de las especies que incluyen sus hidroxocomplejos, pues se protegen de la 

precipitación. Por otro lado, esta coordinación puede tener una repercusión complementaria en el 

ligante. Por ejemplo, si al coordinarse elligante puede generar grupos nucleofilicos diferentes al 

anión OH-, como peróxidos (ROO-), alcoholatos (RO-), oximatos (R,R2C=N-O-) etc., y puede 

pre-organizarlos favoreciendo una interacción óptima con el sustrato, la suma de todos estos 

efectos puede llegar a dar una actividad catalítica muy importante. 

5.11. Nucelófilos coordinados en sitios activos de metaloenzimas 

Existe una gran variedad de metaloenzimas hidrolíticas tanto proteasas y esteras as como 

fosfatasas y nucleasas. Todas estas enzimas operan mediante mecanismos que incluyen el ataque 

nucleofilico por parte de un nucleófilo coordinado a la molécula de sustrato con asistencia tanto 

del ion metálico como de numerosos grupos laterales de la proteína. La misma idea de 

"activación" de un nucleófilo mediante su coordinación y disminución del pKa que se ha 

desarrollado en sistemas químicos proviene de estudios de metaloenzimas. Este efecto se 

observa, en una forma más clara y sencilla, en el mecanismo simplificado de la anhidrasa 

carbónica. 15J Esta enzima cataliza la hidratación de CO2 : 

CO2 + H20 ~ HCOJ- + W 
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La constante de velocidad de la reacción espontanea con agua como nucleófilo es 

kmo=7. 7x I 0.4 M· I 
S·I yen presencia de la enzima (anhidrasa carbónica humana, isozima 1I) sube a 

1.8xl08 M·ls·1 es decir, llega al límite donde la velocidad de la reacción enzimática es controlada 

únicamente por la difusión de los reactivos. El mecanismo enzimático (Esquema 5.5) incluye la 

desprotonación del agua coordinada con el Zn(lI) del sitio activo, que tiene pKa alrededor de 7, Y 

un ataque nucleofilico del OH- a la molécula de CO2. 

O=c=O 

( 

--

OH" ~ 

HN\I I rí-{ ~ ;N. ,.~N IÍ I '''Zn 
His \ His 

N~ 
HiS~NH 

Esquema 5.5 

En este caso el catión metálico no produce ninguna activación del sustrato, únicamente 

disminuye el pKa del agua de 15.7 hasta 7, pero evidentemente el anion hidróxido no pierde su 

nucleofilia a pesar de que la pérdida de su basicidad es grande. 

La desprotonación completa del agua coordinada no ocurre en otras metaloenzimas, tales 

como la carboxipeptidasa y la nucleasa de estafilocococos. Esta última enzima 158 cataliza la 

ruptura de las cadenas de ADN y ARN en forma no específica con un efecto de aceleración sobre 

la reacción espontánea es del orden de 1016 veces y representa uno de los mayores efectos 

catalíticos en la naturaleza. El mecanismo de acción de la enzima se presenta en el Esq.uema 5.6. 

Arg 
I 

HN ":r:NH
, 

H,N 

Esquema 5.6 



Antecedentes 43 

Para esta enzima, el nucleófilo agua está coordinado con Ca(Il), pero no se desprotona 

sólo por coordinación con el ion metálico, sino que requiere una asistencia adicional de tipo 

base-general del carboxilato del ácido glutámico. El catión de Ca(I1) promueve la desprotonación 

del agua y además realiza una activación electrofilica (o electrostática) al sustrato fosfodiéster. 

Además existe una asistencia del mismo tipo que proviene de dos argininas, aminoácidos 

catiónicos. Este tipo de contribución se ha empleado en sistemas sintéticos como el 5-18. 

Con frecuencia las enzimas hidrolíticas contienen sitios activos polinucleares. Como 

ilustración de los mecanismos correspondientes podemos considerar dos enzimas fosfatasas 

estudiados en detalles: fosfatasa alcalina 159 y fosfatasa púrpura ácida. 16o Ambas enzimas son 

poco específicas y muy activas. Sus sustratos son monoésteres fosfato. 

La fosfatasa púrpura tiene un centro activo heterobimetálico: incluye los cationes Fe(IlI) y 

Mn(ll). El catión más electrofilico, Fe(III), acidifica una molécula de agua coordinada 

convirtiéndola en OK, mientras que el Mn(Il) junto con tres aminoácidos catiónicos (histidinas 

en sus formas protonadas) realizan la activación electrofilica del fosfato (Esquema 5.7). 

AsP164 
O 0·- -~ 

• 

Esquema 5.7 

Ascf164 

AsP135 --- -'~ •. '. , 

Todas las enzimas mencionadas tienen además del sitio catalítico, donde ocurre la 

transformación química del sustrato, un sitio de complejación no-covalente del sustrato. Como 

resultado, la transformación química sigue un mecanismo intramolecular que es más eficiente. 

Se puede decir que para lograr una posible imitación de los mecanismos enzimáticos, el 

efecto más sencillo a reproducir en sistemas químicos es la disminución del pI(" del nuc!eófilo a 

través de su coordinación. También es posible imitar la asistencia electrofilica del mismo catión 

metálico, pero evidentemente se requiere la presencia de sitios de coordinación vacíos, es decir, 
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debería ser más fácil para metales con altos números de coordinación, como los lantánidos. 

Modelar el efecto de asistencia electrofilica que proporcionan los grupos laterales al sitio 

catalítico y la aproximación entre el sustrato y el catalizador por complejación del sustrato en 

fOl1l1a no-covalente requiere sistemas mucho más complicados y actualmente hay pocos ejemplos 

de estos efectos en sistemas químicos. 
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Objetivos de la tesis 

Por lo expuesto en las secciones previas, resulta importante diseñar, caracterizar y evaluar 

sistemas con iones metálicos, los cuales deben ser muy reactivos, tanto esterolíticamente como 

fosfoesterolíticamente, y deben tener la posibilidad de generar procesos cíclicos. Ambas 

características son necesarias para poder ser aplicados en procesos como el "footprinting"* de 

ADN y ARN, el tratamiento de desechos tóxicos y reacciones sintéticas con ésteres y fosfoésteres 

como sustratos. Los objetivos de este trabajo son: 

Objetivo general: 

Desarrollar nuevos sistemas con una mayor eficiencia para promover la ruptura de ésteres 

de ácidos carboxílicos y fosfatos, que permitan su aplicación práctica como esterasas y/o 

nucleasas químicas. El desarrollo de estos sistemas esterolíticos y fosfoesterolíticos con base en 

nucleófilos coordinados se plantea de forma análoga a los mecanismos de acción de 

metaloenzimas hidro líticas. 

Objetivos particulares: 

l. Investigar la reactividad de uno de los nucleófilos más sencillos con efecto a, la hidroxilamina, 

en la ruptura de fosfodiesteres y su posible cooperación con iones metálicos. 

2. Realizar un estudio de la reactividad estero lítica y fosfoesterolítica de una serie de oximas 

coordinadas enfocado a: 

• establecer interrelaciones entre la basicidad y la nucleofilia del grupo oximato 

coordinado 

• lograr efectos específicos de estabilización del estado de transición del ataque 

nucleofílico por coordinación con metales, y 
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• encontrar sistemas con posibilidades de realizar la ruptura de los sustratos de modo 

catalítico, es decir, realizar tanto acilación del oximato como desacilación del 

intermediario aciloxima con regeneración del grupo nucleofilico. 

3. Estudiar como posibles catalizadores de hidrólisis los complejos de Y(IIl) y lantánidos (IlI) 

con ligan tes aminoa1cohólicos para los cuales se esperaría la formación de nucleófilos hidroxo o 

alcoxo coordinados. Los puntos principales de este estudio son: 

• la caracterización de la composición de las especies en disolución, y la determinación 

de sus constantes de estabilidad 

• la determinación de los parámetros cinéticos de la hidrólisis de sustratos ésteres de 

diferentes tipos (ésteres de ácidos carboxílicos, mono-, di- y triésteres fosfato, ADN) 

• el establecimiento del mecanismo de hidrólisis catalizado con base en estos datos. 

* "fooIPrinting": Es un método para identificar el segmento exacto de ADN al que se une una 

proteína afin a éste. 
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6. Sustancias empleadas, equipo y software 

6.1. Reactivos 

a) Sustratos 

Los sustratos empleados en este trabajo (Tabla 6.1) son ésteres y fosfoésteres que se usan 

como modelos de sustratos biológicos o sustancias tóxicas en reacciones estero líticas y 

fosfoesterolíticas. Su hidrólisis es irreversible y da como producto en disolución acuosa el anión 

nitrofenolato cuya detección puede hacerse mediante espectrofotometría UV-Vis (ver sección 

7.2). Además, su uso permite hacer comparaciones con los datos reportados en la literatura. En el 

Anexo 3 se muestran algunas propiedades electrónicas, calculadas para una geometría definida de 

estos sustratos en el vacío. 

Tabla 6.1. Sustratos empleados. 

Bis(4-nitrofenil) fosfato, sal de sodio (Sigma) 

Peso fórmula 362.2, pI<" 1.04* 

Se recristalizó de una mezcla etanol/agua. 

4-Nitrofenil fosfato di(Tris) sal (Sigma) 

Peso fórmula 461.4, pKa1 < 2 y PI<,,2 5.5,188 

4-Nitrofenil acetato (Aldrich) 

Peso fórmula 181.1 

Se recristalizó de una mezcla acetato de etilo/ácido acético 

4-Nitrofenildifenil fosfato 

Peso fórmula 371.3 

Sintetizado en la Facultad de Química de la Universidad de 

Rutgers, E.E.U.U. Obtenido como un donativo. 

4-Nitrofenol grado espectrofotométrico (Sigma) 

Peso fórmula 139.1, pKa 7.0,183 

o 
O,N-Q-O-~-O-Q-NO, 

o 

BNPP 

o 
o N-Q-'\ o-~-o 

, - I 
o 

MNPP 

o 

)lO-Q--NO, 
PNPA 

Q 
o 

o-0-r,-o--Q 
o 

PNPDPP 

O,N-Q--OH 
PNP 

* Calculado con el programa ACD pKa Ver. 3.00 de Advanced Chemistry Development [nc. 
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b) Ligantes 

Tabla 6.2. Ligantes empleados 

BisTris propano (Sigma) 

(1 ,3-bis[ tris(hidroximcti I)mcti lamino ]propano) 

Peso fórmula 282.3 

pKal 6.75 Y pKa2 9.10;184 

pKal 6.83 Y pKa2 9.10, este trabajo (ver sección 10.1) 

Trizma base (Sigma) 

Peso fórmula 121.1 

(tris[hi droxi meti 1] aminometano ) 

pK,8.09,54 pKa 8.01, este trabajo (ver sección 10.2) 

2,3-Butanodiona monoxima (Aldrich) 

Peso fómlUla 101.1 

pKa 9.5 (EtOH1H20)176 

pK, 9.40 este trabajo (ver sección 9.3) 

2,6-Diacetilpiridín dioxima. Se preparó a partir de 2,6 

diacctilpiridina (Aldrich) e hidroxilamina.33 

Peso fómlUla 193.2 

pKal 11.3 Y pKa2 11.5;183 

Hidroxilamina (Clorhidrato) (Aldrich) 

Peso fórmula 69.49 

pKal 6.1 Y pKa2 13.73,50 

Ácido ctilendiaminotetraacético, sal di sódica (Aldrich) 

Peso fórmula 232.24 

pKal 2.00, pKa2 2.67, pKa3 6.16, pKa4 10.26,54 

HN~NH 
Ho""\F r(" ¡---\ OH 

HO OH HO 

BTP 

H2~ 
U,_. OH 

OH OH 

TRIS 

OH 

HO~ :;-OH 
NaovN~N"--íoNa 

o o 
EDTA 
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e) Sales de los cationes metálicos 

• Percloratos de lantánidos (IlI) grado reactivo (Aldrich). Las disoluciones acuosas al 40 % en 

peso de los percloratos de La, Pr, Nd, Eu, Gd y Dy se usaron sin purificar, después de 

comprobar su pureza mediante emisión atómica de plasma. A partir de las disoluciones 

adquiridas se prepararon disoluciones patrón en las que la concentración de los iones 

metálicos se determinó adicionando un exceso de EDT A Y retrovalorando con ZnClz en 

presencia de negro de eriocromo T como indicador]6\ Es importante aclarar que todas las 

disoluciones adquiridas de percloratos de lantánidos contienen ácido perclórico en diferentes 

cantidades para prevenir la precipitación de los hidróxido s metálicos. 

• Nitrato o perclorato de Y(III) (Aldrich). Su disolución patrón se estandarizó al igual que las 

anteriores. 

• Zn metálico (99.999% pureza) (Aldrich). Se empleó para preparar una disolución patrón de 

ZnCl2 disolviéndolo en HC!. 

• NaC104 grado reactivo (Aldrich). 

• NaOH grado reactivo y libre de carbonato (Aldrich). Las disoluciones de NaOH se emplearon 

frescas, y se procuró evitar la formación de carbonato; se estandarizaron con biftalato de 

potasio en presencia de fenolftaleina como indicador. 

d) "20 

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

18.2 ± 0.1 MQcm obtenida mediante el sistema Bamstead Nanopure. 

6.2. Equipo 

Las mediciones de volumen se realizaron con micropipetas Eppendorf Research serie 

2000 con volúmenes variables. Las mediciones de pH se hicieron con un potenciómetro digital 

para investigación Orion Model 710-A, y se usó un electrodo Orion ROSS que permite el uso de 

amortiguadores derivados de TRIS. Para calibrar el potenciómetro se usaron amortiguadores 

estándar de referencia frescos a 25°C, pH 4.00, 7.00 Y 10.00 (Aldrich, precisión de ±0.01). 

Durante los experimentos de potenciometría se mantuvo constante la temperatura utilizando un 

baño de recirculación de agua marca Fischer Scientifics Isotemp 10 16S (± 0.1 oC). La temperatura 

de las disoluciones fue verificada con un termómetro digital Digi-Thermo (± 0.1°C). Las 
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mediciones espectro fotométricas en el ultravioleta y el visible se hicieron en un equipo Hewlett 

Packard 8453 con arreglo de diodos equipado con un compartimento termostatado con sistema 

Peltier (± 0.1 oC). Los espectros de I H -RMN se obtuvieron en un espectrómetro Varian Gemini 

300 NMR de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigación, Facultad de Química, UNAM. 

Los espectros de masas (ESI-MS) fueron obtenidos en un espectrómetro de masas VG Platform 11 

quadrupolar con una fuente de ionización por electrospray en la Universidad de Santa Bárbara, 

California. Las muestras se corrieron por introducción directa desde una bomba con jeringa 

Harvard Apparatus Modelo 22 a una velocidad de 20 IlUmin, los voltajes empleados fueron de 

5-15 volts y los datos se colectaron y analizaron en una PC con el software VG Masslynx. 

6.3. Software 

Los ajustes por regresiones lineales o no lineales por el método de mínimos cuadrados fueron 

realizados en el programa Microca¡'" Origin'" Ver. 5.0 de Microcal Software, Inc. Las constantes 

de equilibrio fueron calculadas utilizando el programa Hyperquad 2000 Version 2.1 NT.162b.c Los 

diagramas de distribución de especies fueron generados usando las constantes determinadas en el 

programa Species Ver. 0.8 Academic Software 1999 de K.J.Powell. Los espectros de I H_RMN 

mostrados en esta tesis fueron procesados a partir de los FID mediante el programa 

NutsPro-NMR Utility Transform Software Professional2D Ver. 19990218. 

7. Técnicas empleadas 

7.1. Potenciometría 

Todas las titulaciones se realizaron en una celda de 75 mL termostatada a 25.0±0.1 oC, 

siguiendo las recomendaciones generales para titulaciones potenciométricas. 1ó2 El volumen 

inicial de las disoluciones a titular fue de 50.0 mL en todos los casos. La fuerza iónica se 

mantuvo constante adicionando NaCI04 0.1 M como electrolito soporte. Las disoluciones a 

titular se burbujearon y se mantuvieron bajo atmósfera de N2 para evitar la presencia de CO2 

debido a que los carbonatos de los lantánidos son muy insolubles. El potenciómetro (electrodo) se 

calibró usando, primero, amortiguadores estándar de referencia a 25°C, pH 4.00, 7.00 Y 10.00 Y 

posteriormente se calibró en términos de la concentración de protones. 
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Debido a que los valores de diferencia de potencial obtenidos en las celdas 

electroquímicas utilizadas en potenciometría dependen de la actividad y no de la concentración 

de las especies, las constantes determinadas directamente de los valores de mediciones 

potenciométricas son en realidad constantes mixtas pues contienen términos de actividades (para 

protones) y de concentraciones (para las otras especies).163 Si consideramos que la actividad de 

una especie iónica no es un parámetro mensurable experimentalmente, las constantes en términos 

de concentraciones están definidas más claramente y por esto, para el estudio de equilibrios en 

disolución, es preferible su uso. Además, el cálculo de las constantes de equilibrio a partir de 

datos potenciométricos está basado en la solución de sistemas de ecuaciones en los que se incluye 

el balance de masa para protones, por lo que se requiere conocer la concentración y no la 

actividad de los protones. Por estas razones, es más adecuado calibrar al electrodo en términos de 

1 t '· d t 162 a concen raCIOn e pro ones. 

Es posible demostrar que en una titulación de ácido fuerte con base fuerte, la relación 

entre las variables involucradas puede representarse con la ecuación: 165 

en donde: 

v + (Vo+V)[H'lf1Ca - (Vo+V)Kw/(CB[H'lf)-Ve=O 

v cs cl volumen de titulante de concentración Ca molar 

Vo es el volumen inicial de la muestra 

Kw es el producto iónico del agua 

Ve es el volumen de equivalencia 

[H'] es la concentración de H+ no corregida, tomada directamente de las 

mediciones de pH ([H']= 1 O·pH) 

f es el factor de corrección, función de los coeficientes de actividad y del potencial 

de unión líquida (junction potential) 

Entonces, si conocemos la concentración de la base añadida, el volumen inicial, los 

volúmenes adicionados, la concentración exacta del ácido fuerte a titular y los valores de pH para 

cada adición, es posible calcular el valor defy de pKw en las condiciones experimentales. 

Como parte de la calibración rutinaria del electrodo se titularon 50.0 mL de HCI04 0.01 

M estandarizado con NaOH estandarizado en presencia de NaCl04 0.1 M como electrolito 

soporte haciendo pequeñas adiciones de NaOH, permitiendo a la disolución equilibrarse y 

registrando el pH instrumental. Las curvas de titulación obtenidas, con aproximadamente 45 
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puntos separados de pH, se ajustaron mediante una regresión no lineal de mínimos cuadrados a la 

ecuación anterior reordenada en términos del volumen 

V= (Ve Cs + VoKw/[H']- Vo[H']j) / (Cs+[H'lf- Kw/[H']) 

Para la ecuación de ajuste en el programa Origin se hicieron Ve = PI, Kw = P2J=P3, pH=X 

V= (PI *Cs + Vo*P2*10x - Vo*P3/IOx) / (Cs+P3110x- P2*10x) 

donde PI-P3 son parametros de ajuste. 

Estos datos se ajustaron para obtener los valores de pKw y f Este último valor se empleó 

para corregir la escala del potenciómetro (Fig.7.1). Vale la pena hacer notar que la influencia de 

los coeficientes de actividad y el error associado a la variación del potencial de unión líquida se 

manifestan como el factor f en la expresion de la concentración de H+. En consecuencia, al 

emplear valores de pH debe restarse el logaritmo de f del valor de pH observado para corregir la 

escala del potenciómetro y usarla en términos de la concentración de protones. 
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Fig.7.1. Ejemplo de calibración del electrodo. Lecturas de pH sin corrección (.). Valores de pH 
corregidos (=) 

En las condiciones experimentales de esta tesis se determinó un valor promedio de pKw de 

13.79±0.04 como uno de los parámetros de ajuste y f se determinó antes de cada titulación como 

el otro parámetro de ajuste. El valor reportado en la literatura para el pKw a fuerza iónica / = 0.1 

M es de 13.8 162. que es igual, en los límites del error, al valor encontrado. El valor de log f , 

usualmente en el intervalo de 0.1-0.2, se usó para corregir la escala de pH del potenciómetro 

(-log[H+]=pH-log¡J65) y calibrar el electrodo en términos de la concentración de protones. 

Una titulación típica se realizó adicionando pequeñas cantidades (50-200 J.!L) de NaOH de 

concentraciones entre 0.1 y 0.2 M a la muestra y registrando los valores de pH obtenidos, 
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teniendo cuidado de que estos valores fueran estables. Las muestras a titular se prepararon 

disolviendo el ligante sólido y llevándolo a su forma totalmente protonada adicionando los 

equivalentes de HCI04 correspondientes, el NaCI04 sólido, y por último la cantidad necesaria del 

ion metálico en disolución. Cada muestra se desgasificó y se mantuvo bajo atmósfera de N2 

durante toda la titulación. Es de suma importancia que la disolución a titular esté libre de 

carbonatos y que no haya absorción de C02 durante la titulación para obtener curvas de titulación 

reproducibles. Estas curvas de pH vs. volumen de NaOH adicionado fueron corregidas por el 

factor f determinado para cada uno de ellas para obtener los valores de -log[H+] vs. volumen de 

NaOH adicionado (Fig.7.2). 
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Fig.7.2. Ejemplo de corrección de pH para la titulación de BTP 20 mM, La(I1I) 10 mM, NaCl04 100 mM. 
Lecturas de pH instrumentales (e). Valores corregidos: -log[H+]=pH-logj (o) 

Se hicieron varias titulaciones de los ligantes (BTP, Tris y BDM) en presencia de iones 

metálicos (Ln(III) e Y(IIl)). Las titulaciones de BTP se hicieron en el intervalo de 

concentraciones de 5-20 mM de cada uno de los componentes. Para Tris, en el intervalo de 10-50 

mM de ligante y 5-10 mM de Y(III). En las titulaciones se adicionaron 2 equivalentes de HCIO. 

por cada mol de BTP, y 1 equivalente de ácido por cada mol de Tris y BDM, de manera que las 

titulaciones comenzaran siempre con el ligantc totalmente protonado. Siempre que se usaron 

disoluciones de percloratos de lantánidos se observa, al inicio, la titulación del HCl04 que 

contienen las disoluciones de lantánidos adquiridas. 
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7.2. Cinética 

El transcurso de todas las reaccIOnes de hidrólisis con los sustratos BNPP, MNPP, 

PNPDPP Y PNP A se siguió espectrofotométricamente por la aparición del anión 4-nitrofenolato a 

400 nm. En experimentos a pH< 8 se usó la absorción molar de 4-nitrofenolato corregida por la 

ionización incompleta del producto. 

Se emplearon disoluciones patrón acuosas recién preparadas de los sustratos BNPP y 

MNPP. Las disoluciones patrón de PNPDPP fueron preparadas en dioxano seco, debido a que 

este sustrato es poco soluble en agua, y la mezcla de reacción final contenía típicamente un 2% 

en volumen de dioxano. Las disoluciones de PNPA fueron preparadas en acetonitrilo y la mezcla 

de reacción final contenía 4% de acetonitrilo. Los bajos porcentajes empleados de dioxano y 

acetonitrilo permiten considerar que el sistema es acuoso y no se hicieron correcciones en las 

constantes obtenidas por la presencia de estos disolventes. Todas las disoluciones patrón se 

mantuvieron selladas y en refrigeración por periodos de no más de 2 semanas para evitar su 

descomposición. Para las mediciones cinéticas se usaron los sustratos en concentración 40 ¡.tM. 

Después de la hidrólisis, para MNPP, PNPA Y PNPDPP se observó la liberación de un 

equivalente de 4-nitrofenolato por mol de sustrato. Para estos sustratos (MNPP, PNPDPP Y 

PNPA) las constantes de velocidad observadas de primer orden (kobs) fueron calculadas a partir 

de de velocidades iniciales para reacciones lentas, y por el método integral para las reacciones 

más rápidas que siguieron una curva cinética de primer orden. 

En el caso de la hidrólisis de BNPP el proceso puede llegar sólo a la etapa de formación 

de un mol de MNPP y un mol de 4-nitrofenolato o ir hasta la formación de fosfato y dos 

equi valen tes de 4-nitrofenolato. Por esto, para este sustrato se cuantificaron los productos de 

reacción: el anión 4-nitrofenolato y fosfato. 

El anión 4-nitrofenolato, como ya se había mencionado, es un anión amarillo 

intensamente colorido; su cuantificación mediante espectro fotometría UV -visible es sencilla y 

permite detectar cantidades del orden de 10,6 M. 
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La cantidad de fosfato en la mezcla de reacción se determinó por el método colorimétrico 

estándar de reducción del complejo fosfomolibdato en presencia de hidrazina en medio ácido; 166 

el compuesto azul resultante de la reducción absorbe a 830 nm (E = 26800 M-1cm-}). Para el 

análisis se incubaron en baño maría durante 10 minutos 2.5 mL de la disolución de analito con 

2.0 mL de disolución fresca de molibdato/hidrazina (25.8 mM de molibdato, 1.15 mM de 

hidrazina y 2.5 N de H¡S04, preparada a partir de Na¡Mo04 al 2.5% en H¡S04 ION e 

N2Hs·2HSO. 0.15% en disolución acuosa) y 0.5 mL H20. Se determinó la cantidad de fosfato en 

las mezclas de reacción empleadas para cinética mediante espectrofotometria UV -Vis haciendo 

adiciones estándar de NaJP04. La figura 7.3 muestra la determinación de fosfato para (a) una 

mezcla de reacción con BNPP no hidrolizado y (b) una mezcla de reacción con BNPP 

hidrolizado. En la disolución (a) no se detecta la presencia de fosfato, en la disolución (b) se 

determinó: 0.046 ± 0.005 mM HJP04 (y espectrofotométricamente 0.083 ± 0.002 mM 

4-nitrofenolato). En resumen: 1) no se desarrolla color para P04
J
- cuando se utiliza BNPP no 

hidrolizado y 2) estos resultados muestran que los productos de reacción contenían un 

equivalente de fosfato y dos equivalentes de 4-nitrofenolato por un equivalente de BNPP 

hidrolizado. 
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(a) (b) 
Fig.7.3. Determinación de fosfato en las disoluciones empleadas para cinética, 0.04 mM de sustrato 
BNPP, 20 mM de BTP, 2 mM La(I1I). (a) Disolución con BNPP sin hidrolizar. (b) Disolución con BNPP 
hidrolizado. 

Durante la cinética de hidrólisis de BNPP se observó la liberación de dos equivalentes de 

4-nitrofenolato por un mol de sustrato. Sin embargo en algunos casos los perfiles de absorbancia 

en función del tiempo mostraron una desviaci\Ín notable de una cinética simple de primer orden 
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cuando la velocidad de hidrólisis del intermediario, MNPP, fue muy lenta. Estas curvas cinéticas 

se ajustaron a una ecuación exponencial un poco más compleja, derivada del esquema de dos 

etapas sucesivas de hidrólisis de primer orden (Esquema 7.1): la hidrólisis de BNPP a MNPP y la 

posterior hidrólisis de MNPP a fosfato con la liberación de un equivalente de 4-nitrofenolato en 

cada etapa (ver Anexo 1). 

o 
o N-o-~ O-~-0-O-~ NO , I ' 

- O -

O O N-o-~ O-~-O , - I 
O 

hidrólisis 

hidrólisis 

O O N-o-~ O-~-O , - I 
O 

O 
11 

-O-P-O + 
I 

O 

Esquema 7.1 

+ -O-O--NO, 

en donde A, es la absorbancia al tiempo t, ENP Y [BNPP]o son la absortividad molar del anión 

4-nitrofenolato a un pH dado y la concentración inicial del sustrato respectivamente y kobs.1 Y 

kobs.2 son las constantes de velocidad de la ruptura de BNPP y MNPP respectivamente. Este 

esquema fue verificado comparando primero, las constantes de velocidad calculadas con la 

ecuación 7.1 contra las constantes de velocidad obtenidas de las velocidades iniciales (kobs de la 

primera etapa) y después, con los valores de las constantes de velocidad de las cinéticas de 

hidrólisis de MNPP (kobs de la segunda etapa). 

Las disoluciones de reacción se prepararon combinando las cantidades apropiadas de 

disoluciones frescas de ligante y patrón de metal al volumen deseado (en total 2500 flL 

considerando el sustrato); el pH se ajustó adicionando pequeñas cantidades de disoluciones 

acuosas de HCl04 cuyo volumen fue considerado en el total. Es importante mencionar que 

primero se fijó el valor de pH del ligante de forma que al hacer la adición del metal el pH fuera 

ligeramente mayor al deseado. De esta forma no se usó una base concentrada para ajustar el pH y 

se previno la formación local de precipitados. A las reacciones con hidroxilamina se les burbujeó 

Nl para evitar su descomposición. 

Las reacciones se iniciaron adicionando una alícuota de disolución de sustrato, teniéndose 

especial cuidado en prevenir, hasta donde fue posible, la presencia de COl durante las corridas 

cinéticas. El pH de las disoluciones a medir fue determinado al inicio y al final de cada corrida y 
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se excluyeron las corridas cinéticas en las que se obtuvo una variación mayor de 0.05 unidades. 

Para obtener una capacidad amortiguadora adecuada las cinéticas fueron estudiadas, en general, 

en exceso de Iigante respecto a la concentración del metal. En algunos casos fue necesano 

adicionar un amortiguador cuya contribución a la velocidad de reacción fue restada. 

Para el sistema de OXOAP e iones metálicos, la fuerza iónica de las disoluciones se fijó 

adicionando NaCI 0.1 M como electro lito soporte. Sin embargo, la ruptura de PNP A se inhibe en 

presencia de iones cloruro (Fig.9.3b), por lo que para los otros sistemas estudiados, se decidió 

emplear un electrolito soporte menos coordinante: NaCI04• 

Para los sistemas de BOM, Tris y BTP en presencia de iones lantánidos, se observó que la 

adición de NaCI04 como electro lito soporte inhibe fuertemente las reacciones de ruptura de los 

sustratos (Fig.14.2a), lo que indica que es posible que se formen pares iónicos entre el anión 

perclorato y las especies reactivas de los lantánidos cargadas positivamente. Por estas razones se 

decidió emplear un electro lito soporte solamente cuando el cambio en la fuerza iónica fuera 

considerable. Los experimentos realizados para estudiar la dependencia de k obs al variar el pH y la 

dependencia de kobs al variar la concentración de iones lantánidos se llevaron a cabo en presencia 

de un exceso de ligante, y no fue necesario adicionar un electro lito soporte. A estas condiciones 

el cambio máximo que experimenta la fuerza iónica al aumentar las concentraciones de los 

lantánidos hasta 5 mM, o variar el pH en el intervalo de 6.5 a 9.0 es de ~I = 0.003 M SIl1 

adicionar un electro lito soporte; este cambio es menor al 5% de la fuerza iónica total, ya que la 

mayor contribución proviene del ligante en exceso. Por lo tanto para estos sistemas solamente se 

adicionó NaCI04 como electrolito soporte al variar la concentración delligante. 

7.3. 1 H-Resonancia Magnética Nuclear 

Las disoluciones empleadas se prepararon en 0 20, sin embargo, en algunos casos, las 

disoluciones patrón de los percloratos de los metales tenian cierta cantidad de H20 

correspondiente a la tomada de la disolución original (40 % en peso) adquirida. Las muestras se 

prepararon combinando las cantidades apropiadas de disoluciones deuteradas frescas de ligan te y 

de metal al volumen deseado, y los valores de pH se ajustaron haciendo pequeñas adiciones de 

disoluciones deuteradas de HC104 . Posteriormente, los valores instumentales de pH medidos en 

0 20 fueron corregidos a sus respectivos valores de pO con la ecuación pO=pH+0.4. 167
,168 
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7.4. Espectrometría de masas con ionización por electrospray 

Esta técnica ha sido aplicada para la caracterización de complejos metálicos en disolución 

.' bId 169170 E . dI' acuosa en vanos sistemas con uenos resu ta os.' sta vanante e a espectrometna de 

masas permite pasar a fase gas los iones a analizar directamente de la disolución acuosa con poca 

fragmentación, y por tanto puede proporcionar información cualitativa de la naturaleza de las 

especies cargadas que existen en disolución acuosa. Se obtuvieron los espectros de disoluciones 

de BTP 20 mM, BTP 20 mM y La(III) l mM; en todos los casos el pH fue ajustado a 9.2. 

7.5. Ruptura de de ADN. 

La metodología empleada para la hidrólisis de ADN se incluye en la sección 16. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

8. Ruptura de fosfoésteres con hidroxilamina 

Desde la década de los 60's se sabe que la hidroxilamina es un a-nuc1eófilo 23,32 con una 

reactividad muy alta en la hidrólisis de PNPA (kNH,OH - 1.8 M-ls- I a 25°C),26 particulannente en 

su fonna desprotonada NH20- (kNH,o-=3,65x104 M-Is- I a 25°C),50 Esta alta reactividad del anión 

NH20- también se observó con tri ésteres fosfat050 pero su reactividad con fosfodiésteres no ha 

sido investigada, por 10 que decidió probarse con el sustrato BNPP, 

El anión de hidroxilamina es muy básico (pK,= de NH20H es 13.73) Y por esto su alta 

reactividad se manifiesta solamente en medios alcalinos, Se hicieron experimentos para evaluar la 

reactividad de la hidroxilamina y se observó que a pH 12,0 hay un efecto sobre la ruptura de 

BNPP: en presencia de hidroxilamina la reacción es más rápida que la simple hidrólisis alcalina 

(Fig.8.1); la velocidad depende fuertemente del pH y en menor proporción de la fuerza iónica. 

La dependencia de la kobs de primer orden respecto a la concentración de hidroxilamina es lineal 

(Fig,S,2) y la constante de segundo orden para el anión de la hidroxilamina, obtenida de la 

pendiente de la recta corregida por la desprotonación parcial de la hidroxilamina es kNH,O- =5.1 x 

10-4 M-Is- I (a pH 12.0 solamente 2% de la hidroxilamina se encuentra en fonna aniónica), El 

efecto de aceleración en la ruptura de BNPP debido al anión oximato es de casi 100 veces 

comparado contra la hidrólisis alcalina (kOH- = 5.83 x 10-6 M- l s- I)38 haciéndolo un sistema 

interesante para estudios más detallados, 
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Fig,8.1. Curva cinética de hidrólisis de BNPP a 
25'C, Círculos vacíos hidrólisis a pH 12.00. 
Círculos rellenos hidrólisis en presencia de NH,OH 
20 mM a pH 12.00. 

1.2xla' 

1.(b:l~ 

6,010:10' 

4Qr.lo' 

2.Oxlo" 

0.0~~:r:-~:r:---:r:---:r:----~ 
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 

[NH,OHJ M 

Fig,8.2. Constantes de velocidad observadas en la 
ruptura de BNPP 0,04 mM, pH= 12,00,1= 1.0 M 
NaC!,25°C, 
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Sin embargo, para la posible aplicación de este sistema en la ruptura de ésteres fosfato, no 

es deseable que la reactividad del anión oximato, NH20-, sólo se observe en condiciones de pH 

muy básico; sería deseable que esta especie nucleofilica pudiera formarse a valores de pH 

cercanos a la neutralidad. Una forma de lograrlo es mediante su coordinación con iones metálicos 

ya que se sabe que, por un lado, la hidroxilamina tiene posibilidades de coordinarse con algunos 

iones metálicos como Mn(Il), Co(Il), Ni(II), Cu(II) o Zn(II),54 y por otro lado, uno de los efectos 

importantes sobre un ligante coordinado, es la disminución de su pI<". Por lo tanto, se buscó un 

efecto catalítico empleando iones metálicos. 

Se probaron varios cationes divalentes: metales de la primera serie de transición Mn(Il), 

. Fe(TT), Co(Il), Ni(II), Cu(II), Zn(TI) y además, Cd(II), Pb(II) y Hg(Il) en el intervalo de 

concentraciones de 0-20 mM para el metal y 0-1.5 M para NH20H, variando el pH desde 6.5 

hasta el valor de pH más alto impuesto por la precipitación del metal, sin encontrar resultados 

positivos. Para mantener el pH constante se probaron varios amortiguadores, particularmente de 

tipo biológico como MES, MOPS, HEPES, TRIS, BisTris, BTP, y en ningún caso se observaron 

resultados positivos. A bajas concentraciones de metal, l mM, no hay efecto, y a concentraciones 

altas, 15 mM, se observa precipitación o la aparición de reacciones de óxido reducción como en 

el caso de Mn(TT). Se decidió entonces probar cationes más ácidos en términos de Lewis, como 

los cationes trivalentes de lantánidos, Ln(III), empezando por La(III). 

Se fijó la concentración de hidroxilamina en 20.0 mM, una concentración en exceso de 

BTP como amortiguador, 50 mM, y el valor de pH en 9.0 (el mayor valor de pH antes de la 

precipitación de hidróxido de lantano). Bajo estas condiciones, en ausencia de metal, se puede 

despreciar la contribución de la hidroxilamina a la velocidad de reacción ya que los valores 

obtenidos son del orden del error calculado para estos experimentos. En presencia de La(I1I), las 

constantes de velocidad observadas de primer orden, kobs, son mucho mayores que las reportadas 

para el acuocatión libre 123 o la hidroxilamina, pero la dependencia de kobs en función de la 

concentración de metal (Fig.8.3) muestra un comportamiento con "saturación" similar al 

encontrado en la literatura para hidrólisis de BNPP en presencia de lantanidos. 123
•
1l1 

Esta dependencia se ajustó con una curva tipo Michaelis-Menten cuyo esquema cinético 

involucra un equilibrio complejo-sustrato seguido de la ruptura del sustrato 

(kcat*[Catalizador])/(Ké[Catalizador]), ver anexo Al. Al hacer este ajuste (Fig.8.3) se 

encontraron los valores de kca'= 2.2 xlO-4 S-I y ~= 5.1 xl03 M- I a pH 9.0 y 25°C, que muestran 
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un efecto de aceleración respecto a la reacción no catalizada e incluso respecto a los valores 

obtenidos para este acuocatión con el mismo sustrato a una temperatura más elevada (k'al= 

1.3x 10.5 
S·I, KM= 2.6 x IOJ M· I a 50°C, pH 7.0).123 
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Fig.8.3.Constantes de velocidad observadas en la esterólisis de BNPP 0.04 mM a pH 9.0 Y 25°C en 
presencia de NH20H 20 mM Y BTP 50 mM. Los cuadros rellenos son los valores promedio de las 
constantes de velocidad observadas de primer orden y la línea el ajuste a una ecuación tipo 
Michaelis-Menten: (k,..,·X)/(KM+ X). 

El orden respecto a la concentración de NH20H, en presencia de STP 50 mM y La(lll) 2 

mM a pH 9.0 Y 25°C, sólo pudo obtenerse de manera aproximada debido a la dispersión 

observada en las constantes de velocidad (Fig.8.4). Considerando esta dependencia lineal, el 

orden de reacción es 1 para NH20H y la constante de segundo orden correspondiente es de 8.6 

xlO·J M·ls·1 No obstante el error obtenido en la constante de segundo orden, si comparamos las 

constantes de velocidad observadas (- 10.4 
S·I) con la velocidad de hidrólisis alcalina a las 

mismas condiciones (khid = 6 X 10.11 
S·I a 25°C, pH 9.0),J8 es claro que existe un efecto catalítico 

de más de 106 veces. Por otro lado, el grado de desprotonación de la hidroxilamina a pH 9 es 

despreciable (0.002%) y probablemente la reactividad observada debe atribuirse a la interacción 

de BNPP con NH20H neutra catalizado por La(III). 

Se hicieron experimentos para determinar una constante de estabilidad entre La(lIl) e 

hidroxilamina en las condiciones de trabajo pero no se obtuvieron buenos resultados, 

probablemente debido a que es muy pequeña. Por tanto, el empleo de la hidroxilamina como 

ligante es muy limitado debido a la baja estabilidad que, presumiblemente, tiene su complejo con 

La(Ill) y no es posible realizar estudios más detallados de las especies en disolución. 
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Fig.8.4. Constantes de velocidad observadas en la hidrólisis de BNPP 0.04 mM en presencia de 
BTP 50 mM, La(Ill) 2 mM, pH = 9.0, 25°C. Los cuadros rellenos son los promedios de las 
constantes (error - 20%) Y la línea contínua muestra un ajuste líneal para estos datos. 

9. Hidrólisis de ésteres con derivados de hidroxilamina 

El sistema encontrado con hidroxilamina es un sistema interesante en términos de su 

rcactividad frente a fosfodiésteres, sin embargo, nuestros esfuerzos por incrementar la reactividad 

del sistema en presencia de iones metálicos fueron infructuosos. Una alternativa es trabajar con 

derivados de hidroxilamina, como las oximas formadas a partir de compuestos carbonílicos e 

hidroxilamina,17l para las cuales se puede elegir un derivado carbonílico que favorezca su 

coordinación con iones metálicos. 

9.1. OXDAP-M(II) en la ruptura de PNPA 

En trabajos previos se mostró que la 2,6-diacetilpiridín dioxima (OXDAP 9-1), que tiene 

una estructura más apropiada para coordinarse que la hidroxilamina, forma complejos estables 

con varios iones metálicos (M= Cd(ll), Mn(Il), Pb(Il), Zn(Il), Hg(Il), Pr(I1I), Ni(Il), Cu(II) y 

Co(II)); estos complejos son capaces de hidrolizar PNP A Y pueden completar varios ciclos 

1, . 33172 cata 1t1COS. • El esquema de los procesos establecido mediante titulaciones 

espectro fotométricas y datos cinéticos 172 se puede resumir como sigue: 



o 
N 

N 
'OH 

9-1 (H20XDAP) 

M(H20XDAP)2+ • • M(HOXDAPt + Ir (pI<,,) 

Resultados y Discusión 63 

2 M(HOXDAPt •• {M(HOXDAP)}2+ (formación de un dímero no activo) 

M(HOXDAP¡< + PNPA ~M(AcOXDAP)2+ + para-nitrofenolato (k2) 

M(AcOXDAP)2+ + H20 ~ M(HOXDAPt + AcOH + H+ (rápido) 

Esquema 9.1 

Aunque el PNP A, derivado de ácido carboxílico, es un sustrato mucho más activado que 

los ésteres fosfato, su estudio nos permite evaluar si el sistema podria tener actividad 

fosfoesterolítica. Los resultados de estos trabajos se resumen en la tabla 9.1. 

La OXDAP desprotonada tiene reactividad nucleofilica muy alta (Tabla 9.1, renglón 3) 

sin embargo, debido al alto valor de pI<" de su ácido conjugado, la reactividad observada de esta 

oxima en medios neutros es baja, renglón 2. La coordinación con metales, como se esperaba, 

induce una disminución considerable del pI<" (ver la última columna de Tabla 9.1). Debido a este 

efecto, a pH 8 la OXDAP coordinada ya se encuentra desprotonada y la constante de segundo 

orden observada para el sistema OXDAPIM(Il) a este pH ya coincide con la k2 reportada en la 

Tabla 9.1. Así, por ejemplo para el complejo con Cd(II) a pH 8.0 la reactividad sube 104 veces 

comparadacon la reactividad de la oxima libre (ver renglones 2 y 4, Tabla 9.1). Esto se debe a 

que se incrementa la concentración del nucleófilo presente en disolución por desplazamiento de 

su pI<". 
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Tabla 9.1. Efecto de los iones metálicos en presencia de OXDAP en la 

esteró lisis de PNP A 25°C. 

Metal- OXDAP k
2 

M- sol pI<" 
I OH- a 14.0 15.7 

2 Oxima D 0.0415 ± 0.0025 -----

3 Oximato e 90 ± 10 11.3 

4 Cd(II) 518 ± 6 7.1 
5 Mn(II) 283 ± 25 7.0 

6 Pb(I1) 207 ± 16 6.4 

7 Zn(II) 53.5 ± 2.2 ~6.0 

8 Hg(I1) 3.5 ± 1.6 

9 Pr(III) 2.7 

10 Ni(I1) 0.092±0.008 

II Cu(lI) no se detectó catálisis 2.8 

12 Co(II) no se detectó catálisis 

l3 9-2 o 17.3 9.75 

14 9-3 e 0.13 7.7 

15 quimotripsina t 2800 7.0 
- r:T-:'] o • Constante de velocIdad reportada kOH '" 14 M s a 25 C (Ref.26) 

b Constante de velocidad observada a pH 8.0 para un grupo oximato. 
, Constante de velocidad observada para el anión de la OXDAP 
d Ref. 173. 
, Ref. 174. 
'Ref. 175. 

9-2 9-3 

La reactividad de la oxima coordinada es función de su basicidad (Tabla 9.1) tal como se 

esperaría para las oximas con valores de pKa menores que 7 (ver antecedentes). De estos 

resultados es importante resaltar que para Cd(II), Mn(II) y Pb(II) la constante de esterólisis es aún 

mayor que la que se puede calcular considerando que toda la oxima está disponible como 

nucleófilo, en forma de ion oximato; también es mayor al valor que podría esperarse de acuerdo 

al efecto de nivelación, que en las coordenadas de Br0nsted se observa para los iones oximato 
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(Figura 3.1)23 Una posible interpretación de esta gran reactividad precisa de un factor adicional 

al de la disminución del pI<" de la oxima, y resulta lógico pensar que el estado de transición se ve 

estabilizado por el ion metálico (Esquema 9.2). Cabe mencionar que la estabilización de la carga 

en la ruptura de ésteres de ácidos carboxílicos adquiere mayor importancia al pasar a ésteres 

fosfato.1 7 El fenómeno de "sobrerreactividad" del oximato coordinado observado en este estudio 

ha atraído la atención en la literatura 84 y aparte del mecanismo presentado en el esquema 2 

fueron propuestos otros factores, tales como los efectos electrónicos de los sustituyentes en el 

ligante. 

H3CA CH3 

N······M······N 
HO"'- 'o~ 

R " OR' 'c/ 
11 
o 

-

Esquema 9.2: Estabilización del estado de transición por el ion metálico 

La reactividad esterolítica hacia PNPA como sustrato se usa tradicionalmente como una 

medida de la eficiencia de varios modelos de enzimas hidrolíticas. Tomando en cuenta este 

aspecto, la Tabla 9.1 incluye datos para algunos modelos basados en los complejos metálicos más 

recientes (renglones 13 y 14). El complejo 9-2 donde el nucleófilo coordinado es OH" tiene la 

reactividad ca. un orden de magnitud más baja que Cd(OXDAP) y además el valor de pKa alto 

hace el sistema sea poco eficiente en disoluciones neutras. En el complejo 9-3 el nucleófilo es un 

a1cóxido y su reactividad no alcanza ni siquiera la reactividad de OH" libre, de hecho es 100 

veces más baja. Es notable, que nuestro sistema con Cd(Il) casi alcanza la reactividad de la 

quimotripsina que es una enzima hidro lítica cuya reactividad tradicionalmente se usa como 

referencia para "esterasas" artificiales (renglón 15). 

Otro resultado interesante es que aunque la constante catalítica obtenida para el ion Pr(lII) 

comparada con las obtenidas en presencia de los otros metales tiene un valor pequeño, si existe 

un efecto, y de acuerdo con las referencias encontradas en la literatura los iones lantánidos son 

catalizadores de la hidrólisis de ésteres y aún de ésteres no activados como fosfodiésteres. Cabe 

mencionar que este ion tiene mayor carga positiva que los otros iones metálicos probados, por 
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tanto, la reactividad observada frente a PNP A no depende únicamente de la carga del ion 

metálico en el compuesto de coordinación sino de la naturaleza del metal como se esperaba (ver 

Antecedentes). 

Es muy posible que la baja reactividad de la OXDAP en presencia de Pr(I1I) se deba a que 

estos iones tienen muy poca afinidad por el ligante y los complejos formados sean muy débiles. 

Esto concuerda con el hecho de que, a diferencia de los cationes de metales de transición, los 

lantánidos tienen poca afinidad para ligantes totalmente nitrogenados (ver capítulo 4). 

9.2. OXDAP-M(I1) en la hidrólisis de BNPP 

Con base en la alta reactividad encontrada para el sistema OXDAP-M(II) se decidió 

probarlo en la ruptura del fosfodiéster BNPP. Se probaron los complejos con Cd(II), Mn(II), 

Pb(ll), Zn(II), Ni(II) y Cu(II) y se obtuvieron resultados de una reactividad adecuada para realizar 

estudios más detallados sólo en el caso de Cd(II), Tabla 9.2. 

Tabla 9.2. Efecto de los iones metálicos con OXDAP en la ruptura 

del BNPP, pH 7.0, 50°C, [metal(lI)]=[OXDAP]=IO mM. 

Metal kobs, S·I 

Co(II) 1.8x 10,5 

Ni(I1) 9.2xlO,6 

Cu(II) no hay reactividad 

Zn(II) 3.2x1O's 

Cd(Il) 4.7xlO's 

El efecto del complejo OXDAP-Cd(lI) en la hidrólisis del di éster se ilustra en la curva 

cinética de la Fig.9.1 comparado con la OXDAP a las mismas condiciones. Llama la atención que 

no sigue una cinética de primer orden, y es aproximadamente lineal aun cuando ya se ha 

hidrolizado irreversiblemente más del 30% del sustrato, condiciones a las que se esperaría cierta 

curvatura. Debido a que el sustrato tiene 2 grupos nitrofenolato, es posible que se observe la 

ruptura de ambos grupos y no de uno solo, y que las velocidades de ruptura sean diferentes. 

Considerando 10 anterior, se analizaron las curvas cinéticas con un modelo cinético para el que se 

plantea un mecanismo de hidrólisis consecutivas, ecuación (7.1) (ver sección 7.2 y Anexo 1). 
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Para la curva cinética mostrada las constantes de velocidad observadas (k l y k2) son del 

mismo orden de magnitud (kl = 3.14 X 10-5 S·I y k2= 2.79 X 10.5 S-I) y por esta razón aparenta ser 

una línea recta que, dada la irreversibilidad de la hidrólisis del sustrato y la concentración de 

sustrato empleada, es inexplicable como velocidad inicial. 

0.5 ,,, 

o .. 
OXDAP-C«In 

0.3 

~ 
0.2 

0.1 

OXDAP 

O.O~-~-"""l'-""''='''''''':;:''''''!'!..",::-, o 2(XX) 4IXlO OOXI EOOO lCOXJ 

t (5) 

Fig.9.1. Curva cinética de la hidrólisis de BNPP con OXDAP JO mM en presencia y ausencia de 
Cd(I1) JO mM a pH 8.0, Tris JO mM. Círculos rellenos: OXDAP, círculos vacíos: complejo 
OXDAP-Cd(II). La línea sólida es el ajuste al modelo cinético de hidrólisis sucesivas, ecuación 
(7.1). 

Se estudió la dependencia de la constante de velocidad de fosfoesterólisis respecto a la 

concentración de la oxima, a una concentración fija del metal (l mM). De estos datos es posible 

decir que a bajas concentraciones de oxima, es decir, en exceso de metal, la constante de 

velocidad observada es mayor que al acercarse a una relación metal-ligantel: 1 (Fig.9.2). Esta 

disminución aparente en la reactividad se debe a la formación de complejos diméricos inactivos 

en la disolución. 

1.0x10· 

8.0x10" 

6.0x10" ..... 
~i 4.0xl0" 

. ' .................• 

2.0x10" 

OO+-__ _r--~--__ .---_r--~ __ 
0,00 0.20 0.40 060 0.80 1.00 

(Oxdapj mM 

Fig.9.2. Dependencia aparente de la constante de velocidad observada en la hidrólisis de BNPP en 
función de concentración de OXDAP a pH 8.0 Y 25°C, en presencia de Cd(II) l mM Y Tris 10 mM. 
La línea punteada muestra la tendencia de los datos experimentales. 
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La dependencia de kobs en función de la concentración del complejo OXDAP-Cd(lI) se 

muestra en la Fig.9.3. El orden respecto al complejo es 2, lo cual implica que a diferencia del 

mecanismo para la hidrólisis de PNP A, para los ésteres fosfato se requiere la participación de dos 

complejos. No fue posible realizar estudios variando la relación metal:ligante o extender el 

intervalo de concentraciones debido a la baja solubilidad del complejo en disolución acuosa. Se 

encontró que la participación del contraion es importante: un medio con cloruros (Fig.9.3a) 

comparado contra un medio con nitratos (Fig.9.3b) tiene una influencia negativa sobre las 

constantes de velocidad posiblemente por competir con la OXDAP como ligante, por tanto, es 

importante trabajar con los contraiones menos coordinantes como percloratos. 

3_Q(10~ 

2_5xl0~ y ".9 52583&7 +O OC64S X +O 85482 x' 

[OXDAPJ rrM [OXDAPJ rrM 

(a) (b) 
Fig.9.3. Dependencia de la constante de velocidad observada de primer orden en la hidrólisis de 
BNPP respecto a la concentración del complejo OXDAP-Cd(II) en relación 1:2 (exceso de metal) a 
pH 8.0, 50°C. BNPP 0.04 mM, Tris 10 mM. (a) medio NO;, (b) medio cr. 

En la literatura se han reportado estudios de hidrólisis de ésteres fosfato a diferentes 

temperaturas en el intervalo de 25 a 100 oC, dependiendo de la reactividad del sistema empleado. 

Por tanto, para poder comparar este sistema, resulta importante evaluar la dependencia de kobs 

respecto la temperatura para nuestro sistema OXDAP-Cd(lI). 

Para ello se varió la concentración de la OXDAP en presencia de un exceso de Cd(lI) a 

tres temperaturas: 37, 50 Y 600 C y se calculó a cada concentración la energía de activación 

(Tabla 9.3, Figuras 9.4 y 9.5). De este pequeño estudio podemos decir que la energía de 

activación no depende de la concentración de la oxima, y por tanto del complejo, y pemlitió 

estimar la energía de activación del proceso en 14 Kcal mor l
, valor que está en un intervalo 

normal (-20 Kcal mOrl
).38 
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Tabla 9.3. Constante de velocidad observada de primer orden y energía de 

activación en función de la concentración de OXDAP, [Cd(II)]= 1 mM. 

[OXDAP] M kobs sol a 50°C Ea (Kcal mor l) 

.115 

.)-120 

5 

-125 

1.99 X 104 

2.99 X 104 

3.98 X 10.4 

4.78 X 104 

7.64 X 104 

1.0 X 10-3 

8.67 X 10.6 

5.80 X 10.6 

3.24 X 10.6 

5.19 X lO"6 

7.12 X 10.6 

4.20 X 10.6 

-13,0 "-:-=--===--=:--=::--==--::1 ooo:m O_OOJl5 000310 0.00315 0,00320 0,00325 

1rr K' 

Fig.9.4. Dependencia de la constante de 
velocidad observada en ftrnción de la 
temperatura a pH 8.0. OXDAP 7.6 mM, Cd(ll) 
l mM, Tris 0.1 M. Ea = 13.9 Kcallmol. 
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Fig.9.5. Efecto de la concentración de OXDAP 
sobre la energía de activación en la hidrólisis de 
BNPP a pH 8.0. Cd{ll) 1 mM. 

Vale la pena mencionar que la reactividad del sistema OXDAP-Cd(II) es suficientemente 

alta para catalizar la ruptura de ADN superenrrollado como sustrato: promueve su hidrólisis 

incluso a pH 7.0 (ver Capítulo 16). 

En resumen, para el sistema OXDAP-M(II), se encontró que se forman complejos estables 

con varios cationes y particularmente con Cd(II), Mn(II) y Pb(II) tiene una reactividad 

esterolítica muy alta frente a PNP A; sin embargo la posible aplicación de los complejos de 

Mn(I1) y Pb(II) es limitada: a altas concentraciones de Mn(II) se forman productos de oxidación y 

el complejo de Pb(II) es poco soluble. El complejo de Cd(II) además mostró reactividad 

estero lítica frente a dos fosfodiésteres, BNPP y ADNSE, con efectos moderados: las kobs son del 

orden de 10-6 sol a 50°C. Se observó cierta reactividad de OXDAP con Pr(I1I) aunque el catión 

tiene muy poca afinidad por el ligante, por lo tanto, resulta interesante probar otro tipo de 

Iigantes, donadores mixtos de oxígeno y nitrógeno, con cationes trivalentes. 
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9.3. Sistema BDM-M(I1I) en disolución. 

La monoxima derivada de la 2,3-butanodiona (BDM) forma complejos con Cr(IIl), 

Mn(Il), Fe(III), Co(II), Ni(lI) y Cu(II) que son insolubles en disolución acuosa, y se ha 

comprobado, mediante espectroscopía IR, que la especie que se encuentra presente en estos 

complejos es el anión oximato. 176 Por otro lado, en estudios de fisiología celular se ha probado 

que esta oxima inhibe la respiración mitocondrial dependiente de ADP (adenosín di fosfato ),177 

que es un agente nucleofilico que defosforila la aceti\colinesterasa "envenenada" con 

organofosfatos 178 y se sabe que promueve la defosforilación de proteínas. 179 En estos estudios se 

ha sugerido repetidamente que la oxima BDM, por ser un nucleófilo fuerte, puede actuar como 

una "fosfatasa química" in situ179.182 Debido a estas características y a su estructura, es posible 

que en presencia de cationes metálicos se pueda activar el ion oximato a pH cercano a la 

neutralidad. En esta tesis se probó la BDM como nucleófilo en la hidrólisis de sustratos modelo 

(ésteres y fosfoésteres) en presencia de iones metálicos. 

A partir de titulaciones potcnciométricas se determinó para la oxima BDM un valor de 

pKa = 9.40 ± 0.02 a 25°C y 1 = 0.1 M NaCI04 (Fig. 9.6a) que concuerda razonablemente con el 

valor reportado en la literatura, 9.5 a 25°C en medio EtOH/agua176 Durante estos experimentos 

se observó que la oxima BDM presenta un cambio de color reversible en función del pH por lo 

que también se determinó su pKa mediante espectofotomctría UV-Visible a 350, 360, 370, 380, 

390 Y 400 nm (Fig.9.6b) encontrándose un valor promedio de 9.45± 0.02 25°C Y 1 = 0.1 M 

NaCI04 . Los valores de pKa determinados por ambas técnicas coinciden entre sí, indicando que 

ambos valores son de la oxima BDM. 

05 

10 0.4 

liI 0.3 

6 
~ 

02 

0.1 

2~~~~~~~~--__ ~ 
o-o 0.5 1.0. 1.5 20. 25 

a pi-! 

(a) (b) 
Fig.9.6. Curvas de titulación de la oxima BOM a 25°C y fuerza iónica 0.\ M NaCl04 . Los cuadros 
rellenos muestran los puntos experimentales y las líneas las curvas calculadas con los respectivos 
valores obtenidos de pKa. (a) Titulación potenciométrica, (b) titulación espectrofotométrica a 390 run. 
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Llama la atención la aparición de un color amarillo de baja intensidad (E-50 cm-IM-I), en 

las disoluciones básicas de la oxima. Es probable que este color se deba a una contribución del 

tautomero nitroso-enolato que genere un sistema deslocalizado, Esquema 9.3. 

Yy = 
NOH 

= 

Esquema 9.3 

~. 
~ o __ La 3+ 

/y
, 

""N, O-

Se encontró que esta oxima, en concentraciones de 2-20 mM, estabiliza varios cationes 

lantánidos (1-10 mM) hasta valores de pH cercanos a 9. En presencia de los iones metálicos en 

disoluciones básicas la oxima pierde su color, por lo que el metal debe favorecer la estructura 

oximato, Esquema 9.3. 

La titulación de BDM en presencia de un equivalente de La(IlI) se desvía de la curva 

obtenida para elligante: no muestra la presencia del punto de inflexión observado para la oxima 

al adicionar un equivalente de NaOH, y se observa el consumo de más de un equivalente de 

NaOH por equivalente del metal (Fig 9.7a) por lo que aunque este experimento se realizó en un 

intervalo corto de pH, es razonable considerar la formación de hidroxocomplejos. Para esta curva 

de titulación se encontró que el mejor modelo de ajuste incluye solamente un complejo 

mononuclear y un complejo dinuclear con cuatro grupos hidroxo. Los equilibrios para este 

sistema son: 

HBDM • • BDM- + H+ (pI<" = 9.4) 

La3+ + BDM • • La(BDM)2+ (logK = 3.09) 

2La3+ + 2BDM + 4 OH- • • La2(BDMh(OH)4 (logK = 26.1) 

Esquema 9.4 
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Fig 9.7. (a) Curvas de titulación potenciométrica de la oxima BDM 10 mM Y un equivalente de 
HCl04 (cuadrados rellenos) y de la mezcla de BDM y La(Ill) 10 mM (cuadrados vacíos) a 25°C y 
fuerza iónica 0.1 M NaCl04• (b) Curvas de distribución de especies para BDM 10 mM Y un 
equivalente de La(III) de acuerdo al esquema 9.4. 

9.4. BDM-M(III) en la ruptura de BNPP. 

En ausencia de iones metálicos y en concentraciones 2-20 mM de BDM las constantes de 

velocidad observada de primer orden de la ruptura de BNPP tienen valores _10.7_10,8 s'\ en el 

intervalo de pH entre 6.5-9.5, que si bien son mayores a las debidas únicamente a la hidrólisis 

alcalina del sustrato, pueden despreciarse frente a las obtenidas en presencia de iones metálicos, 

por ejemplo, a pH 9 en presencia de BDM 20 mM y La(III) 2 mM la constante es de -5x 1 0,5 s'\. 

Las constantes de velocidad observada de primer orden (kob5) respecto a la concentración 

de BDM a pH 9.0 en presencia de La(IlI) 2 mM, Fig.9.8, muestran una disminución al aumentar 

la concentración de oxima (4-48 mM). 
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Fig.9.8. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la ruptura de BNPP en 
función de la concentración de BDM en presencia de La(Ill) 2 mM, pH 8.5 Y 25°C. La línea 
muestra la tendencia de los datos experimentales. 

Las constantes de velocidad observada en presencia de La(III)-BDM en relación 1: 1, son 

10 veces mayores que en un exceso de oxima (-1: I O) comparadas al mismo valor de pH 

(Fig.9.9). Evidentemente, con el exceso de BDM se forman complejos M:L de estequiometría 1:2 

o mayor, que no se detectan en la titulación potenciométrica hecha a una relación metal:ligante 

1: 1; estos complejos tienen menor reactividad fosfoesterolítica. El orden de la reacción respecto 

al metal es diferente dependiendo de la relación La(III): BDM. En exceso de BDM, (Fig. 9.9a) a 

pH 8.5 Y 9.0, se observa una dependencia cuadrática a concentraciones bajas de metal y una 

dependencia lineal a concentraciones altas, en cambio, si la relación metal: ligante es 1: 1, la 

dependencia es lineal en todo el intervalo (Fig. 9.9b). 

A pH 9.0, de acuerdo al modelo del Esquema 9.4 (Fig.9.7b), la forma predominante del 

La(lIl) es el complejo dimérico La2(BDM)z(OH)4; de la pendiente de la línea recta en la Fig.9.9b 

es posible estimar la constante de segundo orden de la ruptura de BNPP para este complejo en 1.2 

M-ls- l. Vale la pena mencionar que se forma un complejo similar entre La(Ill) y BTP 

(La2(BTP)z(OH)l+ (Capítulo 13.1) para el cual la constante del segundo orden a la misma 

temperatura es solamente 0.195 M-ls-l. El orden de reacción dos respecto al metal, observado en 

exceso de BDM, es díficil de interpretar sin la especiación a estas condiciones. Es posible que la 

fracción del complejo reactivo dimérico sea proporcional al cuadado de la concentración total del 

metal; también, como se muestra en el Capítulo 11, es posible que este segundo orden en la 

ruptura de BNPP se deba a hidroxo complejos metálicos. Para otros metales, como Gd(IlI) y 

Nd(Ill), las kobs en presencia de un exceso de BDM, muestran una dependencia cuadrática 

respecto a la concentración total del metal en todo el intervalo a pH 8.5 (Fig. 9.9). 
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Nd(I1I). La línea es la curva de ajuste a la ecuación: koos = kJ[Ln(Ill)]l 

La dependencia del pH para los lantánidos más ligeros tiene una forma sigmoidal 

incrementándose rápidamente entre pH 8 Y 9 (el límite superior de estas dependencias está fijado 

por precipitación), mientras que para los más pesados, Nd(III), Eu(III), Gd(IlI) y Dy(IIl), en el 

intervalo estudiado, muestra la presencia de un máximo (Fig.9.ll). La presencia de este máximo 

puede deberse a que al aumentar el pH se desprotone mayor proporción de las especies neutras de 

BDM presentes en disolución y se formen complejos superiores con menor reactividad, lo cual 

concuerda con que este máximo se observe para los cationes más ácidos cuyo efecto sobre la 

desprotonación delligante ocurre a valores de pH menores. 
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Debido a que las condiciones empleadas al detenninar las constantes de las especies en 

disolución del esquema 9.4 (relación metal:ligante 1: 1) fueron diferentes a las empleadas para el 

estudio cinético (exceso de ligante), las conclusiones a las que puede llevar un análisis detallado 

de la dependencia de la constante de velocidad observada en función del pH, en ténninos de estas 

especies, pueden ser erróneas, y por tanto no se presenta este tipo de análisis. 

9.5. BDM-M(III) en la ruptura de MNPP. 

La ruptura de este sustrato fosfoéster en exceso de BDM respecto a los cationes metálicos 

transcurre más rápidamente que para BNPP, como cabria esperar de la diferencia en reactividad 

entre un fosfoéster y un fosfodiéster, pero la dependencia de la concentración del metal es muy 

diferente. Para MNPP se observa una cierta "saturación" en presencia de La(III), Pr(III) y Nd(lII) 

(Fig.9.12a) y con los metales más pesados, Eu(III), Gd(III) y Dy(III) (Fig.9.12b), se observa un 

decremento en la constante de velocidad observada. Esto puede deberse a la contribución de dos 

efectos: una fuerte interacción entre el sustrato MNPP y la especie cinéticamente activa formando 

un complej o intennediarío y a la fonnación de agregados superiores al incrementar la 

concentración del metal a este valor de pH. La diferencia con BNPP puede deberse a que el 

MNPP es un dianión con mayor capacidad de asociarse con complejos metálicos, mientras que el 

monoanión BNPP es un ligante muy pobre (ver Capítulo 14 para una discusión más detallada). 
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Por otro lado, la variación del pH a concentración fija del metal y en exceso de ligante, 

indica que a pH 8.5 para los metales estudiados, excepto La (III), la constante de velocidad ya no 

depende de este parámetro, y además, el valor límite depende de la acidez del catión: es menor 

mientras más ácido es el catión. El hecho de que la velocidad a estas condiciones no depende de 

la concentración del metal indica que se observa una transformación intramolecular del MNPP; el 

orden de la reactividad relativa de los lantánidos muestra que la activación electrofilica del 

sustrato complejado por el ion metálico es de menor importancia que la basicidad del nucleófilo 

coordinado la cual disminuye para los cationes más ácidos. Como veremos más adelante, existe 

una tendencia similar para otros sistemas (Capítulo 15). 
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Fig,9.l3. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la ruptura de MNPP en función 
del pH en presencia de Ln(III) 2 mM Y de BDM 20 mM a 25°C. (a) La(Ill), Pr(III), Eu(IlI) y 
Dy(lll), (b) Gd(Ill), Nd(lII). Las líneas muestran la tendencia de los datos experimentales. 
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9.6. BDM-M(I11) en la ruptura de PNPA. 

El PNP A es sustrato muy activado por lo que es necesario comprobar si, en nuestras 

condiciones de trabajo, las sustancias que se emplean como amortiguadores tienen alguna 

reactividad, y además evaluar la contribución de la oxima, BDM. De los valores de la tabla 9.4 

puede verse que, la contribución de los amortiguadores probados pueden despreciarse, y las 

mayores contribuciones son por parte del oximato de BDM y de la hidrólisis alcalina. 

Desafortunadamente, existen dificultades experimentales para evaluar la contribución del 

metal a la kobs: a valores de pH cercanos a la neutralidad es del mismo orden que la suma de la 

hidrólisis alcalina y la oxima no complejada, (Tabla 9.4 renglones 1 y 2, Fig.9.14a), y al ir a pH 

más básico, la reacción transcurre tan rápidamente que en 100 segundos ya ha concluido. Sin 

embargo, hay una contribución del metal: a pH 8.0, las kobs son 3.44x 1 0,2 S'I en presencia del 

metal y 2.45x 10,2 S'I en ausencia de éste (Tabla 9.4, renglones 2 y 4, Fig.9.14a). 

Tabla 9.4. Constante de velocidad observada de primer orden en 

presencia de diferentes amortiguadores 20 mM en presencia y 

ausencia de BDM 20 mM, 25°C. 

Amortiguador pH ko ,1 
bs S kobs S'I BDM Y 

amortiguador amortiguador 

1 Tris 7.0 3.6 x 10,5 3.50 x IO,J 

2 --- --- 3.50 x IO,J a 

3 8.0 9.5 x 10,5 2.45 x 10,2 

4 --- --- 3.44 X 10,2 a 

5 Hepes 7.0 1.2 X 10,5 2.95 X 10,J 

6 8.0 2.2 X 10,5 2.40 X 10,2 

7 Heppso 7.0 7.5 X 10,6 7.20 X IO,J 

8 8.0 2.5 X 10,5 2.93 X 10,2 

9 Mops 7.0 2.2 X 10,6 3.49 X IO,J 
a en presenc13 de La(IlI). 
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Fig.9.14. Curvas cinéticas comparativas de la ruptura de PNPA en presencia de Tris, Tris-BDM y 
Tris-BDM-La(III) a 25°C Tris 20 mM, BDM 20 mM Y La(III) 2 mM. (a) pH 7.3, (b) pH 8.0 Y en 
presencia de La(III) pH = 8.15. Estas curva se ajustaron al modelo de una cinética de primer orden. 

En resumen: 

La reactividad encontrada para BDM es, como se esperaba, diferente para los tres tipos de 

sustratos probados: éster PNP A, fosfoéster MNPP y diéster BNPP, y las reacciones transcurren 

en este orden de mayor a menor rapidez si se comparan a las mismas condiciones. 

Las constantes de velocidad observadas logradas en presencia de la oxima BDM y La(III) 

en la ruptura de BNPP son del orden de 10.3 
S·I, lo cual da un efecto aceleración de 108 veces 

respecto a la hidrólisis espontánea comparable con los mejores sistemas reportados (ver 

Antecedentes). Tentativamente en el caso de lantano la especie reactiva es La2BDM2(OHk 

El efecto sobre MNPP es menos dramático que para BNPP pero las constantes de 

velocidad observadas, del orden de 10-4 S·I, dan un efecto muy importante de aceleración de 105 

veces respecto a la hidrólisis espontánea para este sustrato. Además, vale la pena optimizar este 

sistema respecto a la concentración de BDM, ya que se trabajó en presencia de un gran exceso de 

oxima respecto al metal (10: 1), condiciones a las que se forman especies no reactivas. 

Los resultados encontrados con este sistema son muy prometedores, sin embargo se 

requiere realizar un estudio más detallado, lo cual está más allá del alcance de esta tesis. Debido a 

que aún no es claro cuáles son las especies nucleofilicas, hidroxo aniones o el mismo oximato, se 

requiere profundizar en el estudio e identificación de las especies presentes en disolución acuosa 

a di ferentes concentraciones de los componentes; también se requiere probar este sistema frente a 

sustratos menos activados, incluso con ADN. 
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10. Sistemas BTP-Y(III) y Tris-Y(III) 

Después de revisar la literatura donde se reportan sistemas estero líticos y 

fosfoesterolíticos con iones trivalentes, particularmente de lantánidos, fue sorprendente que la 

actividad catalítica de Y(I1I) prácticamente no había sido estudiada. Hay buenas razones para 

pensar en sistemas similares con base en y3+ ya que por sus características es muy parecido a los 

lantánidos: su tamaño (r¡=\04 pm, No.Coordinación 6) es muy parecido al de H03
+ (r¡=1 04.1 pm, 

NO.Coordinación 6), y su acidez (pKa= 8.61 a fuerza iónica 1=0.3 M)54 es similar a la de Gd3
+ 

(pKa= 8.62 a 1=0.3 M),54 además tiene la ventaja de que es menos susceptible a la precipitación 

en disoluciones básicas porque el producto de solubilidad para Y(OHh (6.3xJO'24 M4)54 es -600 

veces mayor que para estos lantánidos (ca. 1.5x JO'26 M4),54 Y en contraste con los lantánidos, sus 

disoluciones no experimentan "añejamiento". 

Se encontró en la literatura que es posible estabilizar complejos hidroxo poliméricos de 

Y(I1I) con fórmulas generales Y[Y(OHhln (3+n)+ o [Y(OHhln"+ en presencia de 1.25 equivalentes 

de ácido antranílico, y que estos complejos catalizan la hidrólisis de 4-nitrofenil 

metilfosfonato.1 83 Por otro lado, se encontró en la literatura que los aminoalcoholcs Tris y BisTris 

tienen posibilidades de coordinarse con cationes metálicos formando complejos que muestran 

reactividad fosfoesterolítica. 66
,135 Estas moléculas son interesantes ya que además son 

amortiguadores de pH ("buffers biológicos") lo que evita la necesidad de añadir otra substancia 

para controlar el pH del sistema. 

10,1. Equilibrios en disolución acuosa BTP-Y(III) 

Se probó la capacidad de algunos ligantes sencillos para prevenir la precipitación de 

Y(III) en disolución acuosa en el intervalo de concentraciones 1-10 mM y en el intervalo de pH 

7-9. Los ligantes probados incluyeron algunas aminas y poliaminas como etilendiamina, 

1,3-diaminopropano, etc. con las que no hubo resultados positivos, y aminoalcoholes, 

obteniéndose resultados positivos con Tris y BisTris. Se encontró que 10 mM es la concentración 

mínima de BTP que debe emplearse para prevenir la precipitación de Y(III) en el intervalo antes 

mencionado. 

Las constantes de disociación ácida de BTP en las condiciones de trabajo se determinaron 

mediante titulaciones potenciométricas. El ajuste de la curva de titulación para BTP (Fig.1 0.1) da 

los valores de pKal= 6.83 ± 0.02 para BTPH2
2+ y pKa2=9.06 ± 0.02 para BTPH+ que concuerdan 
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con los valores publicados (pKal=6.75 y pKa2=9.l0).184 Posteriormente se buscó determinar por 

potenciometría la formación de complejos entre las especies de BTP e itrio. Para ello se 

realizaron titulaciones de mezclas de BTP e Y(III) a varias relaciones metal:ligante empleando 

concentraciones entre 2-20 mM. En todas las titulaciones se añadieron dos equivalentes de 

HCI04 por equivalente de ligante. La curva de titulación de la mezcla BTP 10 mM en presencia 

de l equivalente de sal de metal (Fig.1 0.1) se desvía claramente de la titulación con BTP a la 

misma concentración y muestra el consumo de alrededor de 3.0 equivalentes de NaOH por l 

equivalente del metal. El límite en el intervalo de la titulación lo impuso la precipitación de 

hidróxido del metal a pH mayor que 10. 
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Fig.IO.1. Curvas de titulación potenciométricas para BTP 10 mM Y para una m=la 1: l BTP a 
Y(III) 10 mM en medio de percloratos en presencia de 2 equivalentes de HCI04• a es el número de 
equivalentes de NaOH. 

El esquema de reacción más simple que podría plantearse a partir de los resultados de 

estas titulaciones potenciométricas, y que debe satisfacer las observaciones del número de 

equivalentes de NaOH consumidos, es la formación de series de complejos mononucleares 

mixtos de composición general Y(BTP)(OH)n3
.n, con n en el intervalo 1-3, además de complejos 

hidróxidos binarios de Y(III): Y(OH)2+, Y2(OH)24+ e Y3(OH)S4+. Para el ajuste de estos datos se 

consideraron las constantes de estabilidad de estos hidróxidos binarios reportadas en la literatura 

54 y se usaron como parámetros fijos en todos los procesos de ajuste. 
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Sin embargo, al comparar nuestros resultados experimentales contra este esquema, 10.1, 

el ajuste es pobre (Fig.10.2) y fue necesario probar otros modelos. Resulta lógico incluir en el 

modelo la formación de dímeros dadas la semejanza de Y(III) con los lantánidos y la conocida 

tendencia de los hidroxocomplejos de estos cationes a polimerizarse. Se probó el esquema 10.2 

que involucra dos moléculas de ligante en los complejos diméricos de composición 

Y2(BTPMOH)n6'n, pero tampoco fue del todo satisfactorio (Fig.lO.2). Para lograr mejores ajustes 

fue necesario plantear un esquema que involucra la formación de hidroxocomplejos dinuc1eares 

de composición Y¡(BTP)(OH)n6'n (vide infra) cuyo ajuste a los datos experimentales se ilustra 

comparativamente en la Fig.l 0.2. 

BTP + H+ • • BTPH+ 

BTP + 2H+ • • BTPH22+ 

y J+ + BTP • • Y(BTP)J+ 

y J+ + BTP + OH' • • Y(BTP)(OHi+ 

y J+ + BTP + 20H' • • Y(BTP)(OH)22+ 

yJ+ + BTP + 30H' • • Y(BTP)(OH)/ 

Esquema 10.1 

BTP + H+ • • BTPH+ 

BTP + 2H+ • • BTPHl+ 

y J+ + BTP • • Y(BTP)J+ 

2yJ+ + 2BTP + 20H' • • Y2(BTPMOH)l+ 

2yJ+ + 2BTP + 40H' • • Y2(BTPMOH)/+ 

2yJ+ + 2BTP + 60H' • • Y2(BTPMOH)/ 

Esquema 10.2 

BTP+W • • BTPW 

BTP + 2H+ • • BTPH/+ 

y J+ + BTP • • Y(BTP)J+ 

2yJ+ + BTP + 20H' • • Y2(BTP)(OHh4+ 

2yJ+ + BTP + 40H' • • Y2(BTP)(OH)/+ 

2yJ+ + BTP + SOH' • • Y2(BTP)(OH)s+ 

2yJ+ + BTP + 60H' • • Y2(BTP)(OH)6 

Esquema 10.3 
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Fig.10.2. Ampliación del recuadro de la figura 10.1. Comparación entre los modelos de ajuste de los 
esquemas 10.1, 10.2 Y 10.3 que corresponden a las composiciones Y(BTP)(üH).''' , 
y,(BTP)zCüH),:-n y y,(BTP)(üH)n6-n respectivamente. 

Para corroborar la validez del modelo Y 2(BTP)(OH)n 6-n se hicieron titulaciones de 

disoluciones con diferentes cantidades totales de metal y ligante (Fig.IO.3). Se encontró que los 

ajustes para el modelo del esquema 10.3 son más consistentes a todas las concentraciones 

estudiadas: las diferencias entre los valores pueden atribuirse a la dispersión de los datos. En 

contraste, para las constantes de formación calculadas para complejos monoméricos o diméricos 

hay cierta tendencia a ir aumentando conforme se incrementa la concentración total de BTP 

(Tabla 10.1). 

I 
Q. 

11 11 BTP:Y 

10 10 

9 9 

B 8 

7 

ó~ 
'li 7 

6 6 

5:10 
5 5 

4 : :t 3 , , , , , , 
O , 3 4 5 6 7 8 O 2 3 

a 

(a) (b) 

, 
• 
a 

, 
5 6 

, 
7 8 

Fig.IOJ. Ajustes para curvas potenciométricas de titulación para mezclas BTP e Y(llI) en medio de 
perc1oratos en presencia de 2 equivalentes a BTP de HClü. variando la concentración total de metal 
y Iigante en entre 5 - 20 mM al modelo y,(BTP)(üH)n6-n. 
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Tabla 10.1. Logaritmos de las constantes de estabilidad acumulativas (log ~)" determinadas por 

ajuste de las curvas de titulación potenciométrica a diferentes concentraciones totales (mM) de 

metal y ligante a los modelos de los esquemas 10.1, 10.2 Y JO.3. La composición de los 

complejos está escrita como YnBTPpHq. 

Modelo Especies BTP:Y BTP:Y BTP:Y BTP:Y BTP:Y 

n p q 5:10 5:5 10:5 10:10 20:10 

10.3 1 1 O 3.98 3.70 b 2.98 b --- ---

2 I -2 b b -8.56 -9.39 -8.82 --- ---
2 I -4 -22.00 -24.00 -23.35 -23.64 -24.18 

2 I -5 b -32.27 -32.08 -32.30 -33.06 ---

2 I -6 b -42.22 -40.34 -42.38 -43.15 ---

X2 --- --- 7.25 15.53 6.00 
- ~--- -

10.2 I l O 4.00 3.75 --- 3.01 ---

10.1 

2 2 -2 --- --- -4.42 -5.11 -5.14 

2 2 -4 -17.19 -20.13 -20.10 -19.71 -21.61 

2 2 -5 --- -28.80 -29.64 --- -31.21 

2 2 -6 --- --- -38.01 -38.33 -41.09 

X2 --- 24.52 --- 70.60 18.00 
- --_ .. 

I I O --- --- --- --- ---

I I -1 --- --- -3.60 -4.63 -3.80 

I I -2 --- -11.36 -11.41 -11.00 -11.96 

I I -3 --- -21.12 -20.25 -20.78 -21.60 

X2 --- 26.96 --- 100.19 23.50 
, 

[ML(OH)]-[MLR,]-j3[M][L][OH]lKw, en donde R, es un proton 
que puede perderse de una molécula de agua o delligante. 
b El refinamiento con Hyperquad dio una constante negativa, la cual 
fue excluida de la curva de ajuste. 

En la tabla 10.2 se resumen los logaritmos de las constantes de equilibrio para cada etapa. 

Estos valores son los promedios de las constantes obtenidas por titulaciones de mezclas de BTP

Y(III) a diferentes concentraciones totales y concuerdan, dentro de los límites del error, para 

todas las concentraciones probadas. 
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Tabla 10.2. Constantes de estabilidad para la formación de 

complejos Y(I1I) con BTP y para la protonación del ligante 

(25°C, 0.1 M NaCI04). 

Equilibrio log K a 

[BTP-H]/[BTP][H] 9.06±0.02 b 

[B TP -2H]/[BTP] [H]2 15.87±0.02 b 

[BTP-Y]/[BTP] [Y] 3.29±0.34 

[BTP-2Y-20H]/[BTP] [y]2[OH]2 18.66±0.24 

[BTP-2Y -40H]/[BTP] [y]2[OHt 31.87±0.46 

[BTP-2Y-50H]/[BTP][y]2[OH]5 36.55±0.22 

[BTP-2Y -60H]/[BTP][y]2[OH]6 40.66±0.61 

, Los errores en las constantes están dados como las desviaciones 
estándar del promedio de los valores de las constantes de equilibrio 
calculados con resultados de 5 titulaciones de mezclas Y(IlI)-BTP 
variando la concentración total de metal y ligante en entre 5 - 20 
mM cada uno. 
b constantes de protonación BTP determinadas en este trabajo. 

Estos resultados indican la formación de hidroxocomplejos metálicos o la desprotonación 

de grupos hidroximetilo del BTP dando lugar a los respectivos alcoxo compuestos, ya que el 

protón que se pierde puede pertenecer al ligante o a una molécula de agua coordinada al ion 

metálico. Esta ambigüedad es común para titulaciones de complejos metálicos cuyos ligantes 

contienen grupos alcohoI.69.104.105.l27.185 Este problema no ha sido resuelto para complejos 

aminoalcohol con lantánidos, l27 pero para algunos complejos macroCÍclicos que poseen un grupo 

alcohol que pende del macrociclo, se comprobó la formación de alcoxo complejos mediante las 

estructuras cristalinas de los complejos aislados.l04.185 En nuestro caso, los intentos por aislar los 

complejos desprotonados de Y(I1I)-BTP fueron infructuosos. 

Buscando una posibilidad para discriminar los complejos hidroxo y alcoxo como especies 

nucleofilicas en disolución los esfuerzos realizados se enfocaron hacia resonancia magnética. Se 

ha observado que la desprotonación de un grupo alcohol unido a Zn(I1) induce un desplazamiento 

considerable hacia campo alto (ca. 0.3 ppm) de las señales de los grupos metileno en el grupo 

_CH20H. 185 Por lo tanto, cabe esperar que exista un efecto similar, en términos cualitativos, si el 

Y(lll) está unido a los grupos alcohol de BTP. 
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Se realizaron titulaciones potenciométricas en D20 registrando para cada valor el espectro 

de I H RMN de BTP en presencia de Y(III). El espectro de IH RMN para BTP es muy sencillo: un 

singulete para los protones metilénicos adyacentes a los grupos alcohol, un triplete para los 

protones metilénicos de la cadena propilénica a a N y una señal quíntuple para los protones 

metilénicos de la cadena propilénica en posición ~ a N (Fig.lO.3a). Las curvas de titulación 

obtenidas en ausencia de Y(III) fueron ajustadas a la ecuación 10.1. 

(10.1) 

en donde OBTP, OBTPH Y OBTPH2 son los desplazamientos químicos para un protón dado en BTP 

neutro, mono BTPD+ y diprotonado BTPD/+ respectivamente y Kalo K a2 son la primera y 

segunda constante de disociación ácida de las formas protonadas de BTP. El ajuste de los datos 

experimentales para los desplazamientos químicos de los diferentes tipos de protones de BTP 

(líneas contínuas en Fig.l O.3b a d) da valores de constantes de disociación que coinciden entre sí. 

El promedio de estos valores son pKal =7.55±0.03 para BTPD/+ y pKa2=9.81±0.03 para BTPO+. 

Los valores de pKa mayores en D20 como disolvente comparados con los obtenidos en H20 

concuerdan con el conocido efecto isotópico de HID en las constantes de disociación ácida. 18ó 

Los puntos correspondientes a las disoluciones que contienen Y(IlI) se desvían de las 

curvas de titulación del ligante libre en el mismo intervalo de pH donde se observa esta 

desviación en las curvas potenciométricas (vide supra). No se hicieron intentos para ajustar estas 

curvas de titulación en presencia de Y(IlI) porque se requeriría el ajuste simultáneo de 

demasiados parámetros, sin embargo, el análisis cualitativo de estos resultados proporcionan 

información importante del sistema. 

Los desplazamientos químicos de los protones metilénicos de la cadena propilénica en 

posiciones a- y ~- al átomo de nitrógeno de BTP muestran perfiles similares para el ligante libre 

y experimentan cambios muy pequeños en su desplazamiento en presencia del metal, Fig.1 0.3 c y 

d . Por el contrario hay un desplazamiento considerable de las señales de los protones metilénicos 

en posición a al grupo OH, (CH20H, Fig.l 0.3 b) hacia campo bajo. 



86 Resultados y discusión 

i2.00 

"':r -E" HO- H ~ 'OH 

HO- H 

BTP 

I 3.95 

1.1 
1.90 

_ -!_"-::-~~_ . ___ ~,:'I ======:A::== 
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 PPM 

(a) 

32 21 

3.1 2.0 

3.0 
1.9 

2.9 • 
~2' 
~2.7 

6 1.6 

817 
",. 

2.6 
1.6 

25 1.5 

, .. 
,., 

~'" 
~"O 
'" 

'" 

o 

'~~,--r~~~~-r~--~~~ 
23456769101112 

pD 

(b) 

• 
• 

2' 
1.4-l--~~-~_-r~_~ ____ _ 

2 3 4 5 6 7 , 
pD 

9 10 11 12 2 3 4 5 6 7 6 9 10 11 12 

pD 

W 00 
Fig.lO.3. (a) Espectro de IH RMN para BTP 20 mM. (b) a (d) Desplazamientos químicos contra los 
perfiles de pO en 0,0 en ausencia (círculos vacíos) y presencia (triángulos rellenos) de Y(NO,), \O 
mM correspondientes a: (b) singulete de los protones metilénicos en la posición a con respecto al 
grupo OH, (e) señal central del triplete de los protones metilénicos en la posición a con respecto al 
nitrógeno y (d) señal central del quintuplete de los protones metilénicos en posición J3 al átomo de 
nitrógeno. Las lineas continuas muestran el ajuste a la ecuación (10.1) de los puntos en ausencia de 
Y(NO,),. 

Este desplazamiento ocurre en sentido contrario, hacia campo bajo en lugar de ir hacia 

campo alto, que el reportado con macrociclos de Zn(Il), lo que concuerda con una estructura del 

complejo en la que no ocurre la desprotonación de los grupos alcohol del BTP. Además el 

cambio en los desplazamientos de las señales de los protones metilénicos de la cadena 

propilénica, como CCH2C, comparados con las señales de los grupos CH20H en presencia de 

Y(NOJh es mucho menor, es decir, se ven poco afectados por la presencia del metal y por tanto 

es posible decir que la interacción predominante es entre los grupos alcohol de BTP y el metal sin 

que estos lleguen a desprotonarse. 
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Vale la pena resaltar que Y(IlI), al igual que los lantánidos (III), es un catión 

cinéticamente lábil, es decir, las constantes de velocidad de intercambio de agua y ligan tes unidos 

débilmente son del orden de 106_107 
S·I.II7b Congruentemente con esto, la adición de Y(IlI) a la 

dicolución de BTP no produce ninguna nueva señal para el ligante complejado y tampoco causa 

un ensanchamiento de las señales de BTP. Cuando el intercambio es rápido en la escala de RMN, 

se observa una sola señal para cada tipo de protones del ligan te en una posición que es el 

promedio ponderado de los desplazamientos químicos para elligante libre y complejado. 

10.2. Equilibrios en disolución Tris-Y(III) 

Debido a la similitud entre los compuestos Tris y BTP (BTP consta de dos unidades de 

Tris conectadas entre sí por una cadena propileno) y a que la interacción observada con BTP 

puede involucrar a los grupos alcohol presentes en ambos ligantes, cabría esperar un 

comportamiento similar de Tris como ligante. En general, las titulaciones de mezclas Tris-Y{lIl) 

indican una establilidad mucho menor que con BTP ya que siempre se produce la precipitación 

del hidróxido metálico por encima de pH 8.0. No obstante fue posible hacer titulaciones de 

mezclas de Tris-Y(I1I) en presencia de un exceso de ligante sobre el metal. La figura 10.4 

muestra las curvas de titulación para Tris libre y para su mezcla en relación 2:1 con el metal. 

10 • • • 
..,/ 

8 , iI,ji' " liil ,IlIlOO 

I a. 
6 

4 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 

a 

Fig.lOA. Curvas de titulación de Tris ID mM (cuadrados rellenos) y Tris ID mM en presencia de 
perclorato de itrio 5 mM (cuadrados vacíos) en NaCI04 0.1 M. Se adicionó un equivalente de 
HCl04 por equivalente de Tris al inicio de cada titulación. a es el número de equivalentes de NaOH 
añadidos por equivalente de ligante. 
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El ajuste de la curva de titulación para Tris da un valor de pK,,=8.01±0.02 para TrisH+ 

concordando con el valor publicado (pK,,=8.09).S4 La titulación de Tris lO mM en presencia de 

Y(IlI) 5 mM, determinada hasta pH 8.0 por los límites del experimento, muestra claramente la 

complejación de Tris con Y(III) incluso a valores de pH por debajo del pK" delligante. 

Los datos para el sistema Tris-Y(m) fueron analizados con los mismos modelos probados 

anteriormente con BTP; para los ajustes de las titulaciones de las mezclas Tris-Y(III) también 

fueron consideradas las constantes de estabilidad reportadas de los complejos hidróxidos binarios 

de Y(I1I): Y(OH)2+, Y2(OH)24+ e YJ(OH)s4+. El mejor ajuste se obtuvo para un modelo que 

involucra solamente la formación de dos especies metal-ligante: un complejo mononuclear, 

Y(Tris)J+ y un único complejo dimérico, Y2(Trish(OH)s·, que incluye dos moléculas de ligante 

(Esquema 10.4). 

Tris + H+ • • TrisH+ 

y J+ + Tris • • Y(Tris)J+ 

2yJ+ + 2Tris + 50H- • • Y2(Trish(OH)s

Esquema 10.4 

Aunque no es posible realizar titulaciones sin exceso de ligante, el análisis de las curvas 

de titulación en relaciones 10:5, 20:5 y 46.6:5 mM ligante a metal apoya este modelo. Los 

logaritmos de las constantes de formación acumulativas (~) obtenidas con este modelo se 

resumen en la tabla 10.3. Sin embargo, debido a que las titulaciones fueron posibles solamente en 

un intervalo muy estrecho de pH es importante aclarar que este modelo es solamente tentativo 

aunque ajuste satisfactoriamente las titulaciones a diferentes concentraciones totales de sus 

componentes. 

También es importante aclarar que para este sistema el ajuste de la curva de titulación con 

un gran exceso de Tris (46.6:5.0 mM ligante a metal) requiere incluir la formación del complejo 

y 2H-7 Tris2, sin embargo, esta especie no fue considerada al realizar los diagramas de distribución 

de especies empleados para el posterior análisis de los datos cinéticos. Las razones para omitir 

este complejo son: primera, porque no se requiere incluir esta especie para hacer los ajustes de 

otras titulaciones con mayores relaciones metal:ligante aunque éstas han consumido más 

equivalentes de NaOH por equivalentes del metal, y segunda, porque al realizar esta titulación 

cerca del 90% del NaOH adicionado se consume en la titulación de Tris, así que resulta probable 

obtener en este caso un error mayor en la determinación de la estequiometria metal-hidróxido. 
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Tabla 10.3. Logaritmos de las constantes de estabilidad acumulativas 

(log ~)" determinadas por ajuste de las curvas de titulación 

potenciométrica a diferentes concentraciones totales de metal y de 

ligante al modelo del esquema 10.4. La composición de los complejos 

está escrita como YnHp Trisq. 

Especies Tris:Y Tris:Y Tris:Y 
n p q 10:5 20:5 46.6:5 

I O I 2.06 2.09 2.54 

2 -5 2 -29.45 -30.01 -28.73 

2 -7 2 b b -44.45 - -

, [ML(OH)1=[MLR¡)=~[Ml[L][OH1IK.w, en donde H.¡ es un 
protón que puede perderse de una molécula de agua o del 
ligante. 
b El refinamiento con Hyperquad dio una constante negativa la 
cual fue excluida de la curva de ajuste. 

La constante de estabilidad para el complejo Y(Trisr (Tabla 10.3) es cercana a la 

reportada para el complejo Eu(Tris)3+ (logK=2.44),187 pero el BTP forma complejos 

sustancialmente más estables con Y(III) (logK=3.29) indicando la posibilidad de que ambas 

mitades de su molécula, que son químicamente equivalentes a Tris, se coordinen. Para otro 

complejo similar, La(Bis-Tris)3+, se reportó una constante de estabilidad más alta (logK=4.7),135 

sin embargo es necesario considerar que este ligante provee dos grupos hidroxietilo adicionales 

que pueden contribuir significativamente a enlazar al metal. 

Se sabe que Y(I1I) tiene una fuerte tendencia a formar complejos hidroxo poliméricos en 

agua54 Se han reportado la formación de especies dihidroxo dinucleares Y 2(OHh 4+ Y 

pentahidroxo tri nucleares Y3(OH)S4+ entre los productos de hidrólisis de Y(I1I)54 Estas especies 

también son típicas para los hidroxocomplejos de lantánidos que son químicamente similares. 

Así, la unidad La2(OH)24+ se forma en complejos macrocíclicos dinucleares62 y la titulación 

potenciométrica de LaCI3 con NaOH revela la formación de especies La2(OH)s+ 120 que es 

análoga a los complejos Y2(BTP)(OH)/ e Y2(Trish(OH)s+ mostrados en los esquemas 10.3 y 

10.4. También se reportó que las especies formadas al realizar la titulación potenciométrica de 

Y(III) en presencia de 1.25 equivalentes de ácido antranílico incluyen especies polinucleares, 

como [Y(OHhln n+, que contienen dos equivalentes de OH" por Y(III).183 Es posible decir, 
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entonces, que la formación de complejos con BTP estabiliza estas especies previniendo la 

formación de complejos superiores así como la precipitación de los complejos metalohidroxo. 

Finalmente con base en la estructura reportada del complejo de La(III) con el ligante 

neutro BisTris 13S que tiene un fragmento estructural común a Tris y BTP, puede proponerse una 

estructura para los complejos Yz(BTP)(OH)n6'n ejemplificada por la estructura 10-1 para el 

complejo Y z(BTP)(OH)z 4+ con los dos aniones OH como puente y proponer especulativamente 

con la estructura 10-2 para el complejo Yz(Tris)z(OH)s'. 

".c.

OH 

~.~~ HjO ...• 4+ 
\ : O: I 

HO ...... ; y"- -y ...... ·OH 
HO" -0"- ". OH 
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10-1 

OH OH 

1(:N OH H OH N12 . ' .. 1.,0, ... 1 .. ' . 
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11. Comportamiento cinético de los sistemas BTP-Y(III), Tris-Y(III) 

Los sustratos que se estudiaron fueron BNPP, MNPP Y PNPDPP, que son sustratos 

típicamente usados para estudios de actividad de fosfoesterasas y permiten hacer comparaciones 

con otros sistemas relevantes. 

11.1. Cinética de hidrólisis de BNPP 

El orden de la reacción respecto al metal se estudió a pH 8.5 manteniendo al ligante en 

exceso (Fig.ll.1 a) y en relación 1: l respecto a la concentración del metal (Fig.II.1 b). En ambos 

casos las constantes de velocidad observadas (kobs) en la ruptura de BNPP muestran una 

dependencia cuadrática respecto a la concentración total del metal: 

(11.1) 

Se observa que las constantes obtenidas en presencia de exceso de ligante son ligeramente 

menores que cuando se mantiene una relación metal:ligantel: 1, esta disminución probablemente 

sea efecto de la diferencia en la fuerza iónica para ambas disoluciones. La dependencia cuadrática 
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puede deberse, en principio, a la participación de especies diméricas cuya fracción se aumenta 

conforme aumento en la concentración total de Y(III) o a la participación de 2 complejos 

diméricos. 
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Fig.ll.l. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrólisis de BNPP en función 
de la concentración de Y(111) en presencia de (a) BTP 20 mM Y (b) [BTP]=[Y(Ill)] 0-4 mM, ambas 
a pH 8.5 Y 25°C. La línea continua es la curva de ajuste de acuerdo a la ecuación 1l.1: kro; = 
k3[Y(Ill)]/ 

Por otra parte, se encontró que la velocidad de la reacción sIgue una dependencia 

sigmoidal respecto al pH: crece rápidamente al incrementar el pH arriba de 7 y tiende a nivelarse 

por encima de pH 9, como se ilustra en la Fig.ll.2. En principio, este tipo de dependencia 

sigmoidal suele asignarse a la desprotonación de la especie nucleofilica, que en este caso tendría 

un pKa-8.3. El ajuste formal de estos datos considerando sólo una especie desprotonada 

cinéticamente activa se muestra en la figura 11.2. Sin embargo para analizar en una forma 

correcta tanto la dependencia del pH como la dependencia de concentración del Y(III) de las 

constantes de velocidad observadas, fue necesario generar las curvas de distribución de especies a 

las condiciones bajo las que se trabajó en cinética con las constantes de estabilidad obtenidas del 

estudio de equilibrios en disolución (Fig.ll.3) y el diagrama de distribución de especies BTP

Y(IIl) en el intervalo de concentraciones empleado para el metal. 
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Fig.11.2. (a) Dependencia de la constante de velocidad observada para la hidrólisis de BNPP en 
función del pH. BTP 20 mM, Y(III) 2 mM, BNPP 0.04 mM, 25°C. Los círculos rellenos son los 
datos experimentales, la línea punteada índica la tendencia de los datos y la línea sólida es el ajuste 
considerando una especie monodesprotonada. (b) Diagrama de predominio de especies respecto a la 
concentración de Y(III) a pH 8.5 en presencia de BTP 20 mM. 

El diagrama de predominio de especies (Fig.lI.2b) calculado para las condiciones de la 

Fig.ll.l indica que las especies predominantes en todo el intervalo de concentración de Y(III) 

empleado son dos hidroxocomplejos: Y2(BTP)(OH)/+ y Y2(BTP)(OH)s+, los cuales contribuyen 

respectivamente con cerca del 79% y 19% a la concentración total de Y(III) aun a la menor 

concentración de Y (III) empleada. Este hecho indica que la cinética de segundo orden en Y (III) 

total no puede ser relacionada a la dimerización de Y(III) a altas concentraciones, pero indica la 

participación de dos complejos diméricos en la reacción con un ion BNPP. Esto no resulta 

demasiado sorprendente ya que incluso ha sido reportado un tercer orden cinético respecto al 

metal para la reacción de BNPP con un complejo macrocíclico dimérico de lantano (III).62 

Debido a que la distribución de las especies permanece prácticamente inalterada al variar 

la concentración de Y(I1I) bajo las condiciones de la Fig.ll.l, no es posible determinar 

directamente cuál par de especies está participando en la reacción con el sustrato: dos complejos 

Y¡(BTP)(OH)/+ o dos Y2(BTP)(OH)/0 su combinación. Más información viene del estudio de 

la dependencia del pH de la velocidad de reacción la cual provee una amplia variación en las 

concentraciones de todos los hidroxocomplejos. 
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Fig.ll.3. Constantes de velocidad de primer orden para la hidrólisis de BNPP 25°C (cuadrados sólidos) 
y diagramas de distribución de especies para hidroxocomplejos (&querna 10.3) de Y(Ill) 1.8 mM Y 
BTP 20 mM en función del pH. La línea punteada es el ajuste teórico del perfil de 1<00, en función del 
pH calculado de acuerdo a la ecuación 11.2 (vide infra). 

Tomando en cuenta el hecho de que la reacción es de segundo orden con respecto al 

metal, y conociendo las especies predominantes a las condiciones de reacción, los valores de kob, 

obtenidos a diferentes pH fueron graficados contra los productos de las concentraciones de estas 

espeCIes, es decir [Y2(BTP)(OH)/+f, [Y2(BTP)(OH)/]2 o bien 

[Y2(BTP)(OH)l+][Y2(BTP)(OH)/], Fig.l1.4. Evidentemente, kobs correlaciona solamente con la 

última de las funciones. 
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Fig.llA. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrólisis de BNPP, (datos de la 
Fig.11.2a y Fig.l1.3) contra [Y,(BTP)(OH),'j' (cuadrados vacíos), [Y,(BTP)(OH)sj' (círculos 
vacíos), y [Y,(BTP)(OH)4'j[Y,(BTP)(OH),"1 (triángulos rellenos). 
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De esta correlación se puede proponer entonces que la ley de velocidad que sigue la 

ruptura de BNPP es: 

(11.2) 

Esta constante, k), puede calcularse a partir de la dependencia de kobs respecto a la 

concentración del metal o de pH dado que las concentraciones de cada especie en cada punto se 

pueden obtener multiplicando la concentración total del metal por la fracción de cada especie a 

esa concentración del mctal y pH (Fig.II.2b, 11.3) como se ilustra en Fig.II.5a,b. 
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Fig.ll.5. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrólisis de BNPP. (a) Obtenidas 
de la dependencia de la concentración del metal a pH 8.5 en función del producto de las fracciones de 
y,(BTP)(OH)/+ (fil ... ) e Y,(B1'P)(OH),+ (fil.') y la [Y(III)]'. (b) Obtenidas de la dependencia del pH en 
función del producto de las fracciones de y,(BTP)(OH)/+ (fil ... ) e Y,(BTP)(OH); (fil-')-

Los resultados de ambas dependencias, del pH a una concentración fija de Y(m) y la 

dependencia de la [Y(III)] a pH fijo se muestran graficados en las coordenadas de la ecuación 

11.2 en una gráfica combinada (Fig.lI.6). Como es claro de la ecuación 11.2, la pendiente de la 

recta obtenida en esta gráfica es el valor de k), que es igual a k)= 830 ± 40 M,2S,l Por lo tanto 

existe una buena concordancia entre ambas series de experimentos. 

Esta constante de tercer orden, 830 M,2S,I, es muy alta, aun considerando que depende en 

M,2 de la concentración de los complejos (koH 5.8 xlO,6 M,IS,I a las mismas condiciones), y por 

lo tanto es posible pensar en un efecto de activación adicional a la participación de estos dos 

complejos como especies nucleofílicas. En este sentido, probablemente el complejo tetrahidroxo 

que tiene mayor carga positiva provee una asistencia electrofílica al oxígeno fosforilo y uno de 

los aniones OH' del complejo pentahidroxo, cuyos OH' son más básicos, actúa como un 

nucleófilo contra el fósforo (V). 
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Fig.ll.6. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrólisis de BNPP. Datos de 
la Fig.I1.2a (cuadrados vacíos) y datos de la Fig.ll.1a (cuadrados rellenos) contra el producto de las 
concentraciones [Y,CBTP)(OH)/'1[Y,(BTP)(OH),J. 

En el sistema Y(IlI)/Tris la cinética de hidrólisis de BNPP también mostró un orden 

mayor que uno para la dependencia de la concentración de metal, Fig.11.7 (cuadrados rellenos). 

Debido a que en este caso hay un único hidroxocomplejo, el ajuste de estos resultados se intentó 

primero con la función: 

kobs = k 3[Y2(Trish(OH)s+f (11.3) 

Sin embargo se obtuvo un mejor ajuste cuando se consideró una contribución adicional de 

una ruta de reacción de primer orden respecto al metal: 

La aplicación de esta última ecuación 11.4 al perfil de kobs vs [Y(IlI)] (Fig.l1.7) para 

BNPP da las constantes de velocidad k2 = O.OI2±O.007 M·ls·1 y k3 = 97±15 M·2s· l. 

El perfil de pH de las constantes de velocidad observado se muestra superpuesto al 

diagrama de distribución de especies en la Fig.11.8 (cuadrados rellenos). Estos resultados 

concuerdan bien con los de la dependencia de la concentración: la línea punteada en la Fig.II.8 

muestra el ajuste a la ecuación 11.4 con valores de k2 = O.125±O.05 M· I 
S·I y kJ = llO±35 M·2s· l. 

Los valores de k3 concuerdan dentro de los límites del error experimental, pero los valores de k2 

son muy diferentes. Esto es debido, parcialmente, a la mucho menor precisión en k2 respecto a kJ, 

pero también refleja cierta incertidumbre en el diagrama de distribución de especies para los 

complejos de Tris. 
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Fig.l1.7. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la ruptura de BNPP (cuadrados 
rellenos) y MNPP (cuadrados vacíos) en fimción de la concentración de Y{III) en presencia de Tris 
20 mM a pH 8.5 Y 25°C. La línea sólida es la curva de ajuste de acuerdo a la ecuación (11.4) 
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Fig.lI.8. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrólisis de BNPP 
(cuadrados rellenos) y MNPP (cuadrados vacíos) a 25°C y diagrama de distribución de especies 
para los hidroxocomplejos en presencia de Tris 20 mM e Y{III) 2 mM. La línea punteada es el 
ajuste teórico del perfil de koo. vs. pH calculado de acuerdo a la ecuación 11.4. 
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11.2. Cinética de hidrólisis de MNPP y PNPDPP. 

La hidrólisis del sustrato MNPP es de orden cero respecto a la concentración del ion 

metálico en ambos sistemas BTP-Y(III) (Fig.l1.7, cuadrados vacíos) y Tris-Y(IIl) (Fig.II.9, 

cuadrados vacíos). Para este sustrato la hidrólisis procede más rápido que para BNPP a bajas 

concentraciones de Y(III) pero es más lenta a concentraciones más altas. Lo más probable es que 

el orden de reacción cero observado refleje una cinética de "saturación" tipo Michaelis-Menten 

con una constante de estabilidad mayor para el complejo intermediario MNPP-Y(III). El hecho 

de que para el fosfoéster MNPP se observe una cinética de saturación y para el fosfodiéster 

BNPP no, indica que la interacción entre el sustrato dianiónico MNPP y el complejo metálico 

cinéticamente activo es mayor. Esto concuerda con que el dianión MNPP tiene mejores 

propiedades como quelante respecto al monoanión BNPP.9,69,I02,188 

1.2x10" • 5.0x10.4 

1.Cb:10'" o 4.Ox1O'" 

B.Ox10-' -o • o 
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o o 
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Fig.11.9. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrólisis de PNPDPP 
(cuadrados rellenos) y MNPP (cuadrados vacios) en fi.mción de la concentración de Y(Ill) en 
presencia de BTP 20 mM a pH 8.5 Y 25°C. 

Los perfiles de kobs vS. pH para la hidrólisis de MNPP muestran un incremento en kobs al ir 

a valores de pH mayores, como en el caso de BNPP, pero se hacen independientes del pH a 

valores mayores que 7, figuras 11.7 y 11.9 (cuadrados vacíos). Cualitativamente este 

comportamiento concuerda con la cinética de hidrólisis de orden cero observado. Más aun, bajo 

las condiciones de las figuras 11.8 y 11.10 a valores de pH por encima de 7, la concentración de 

los hidroxocomp1ejos alcanza el nivel de 5x 1 0-4 M al cual la velocidad de reacción es ya 

independiente de la concentración del metal (ver figuras 11.7 Y 11.9) 
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Fig.11.l0. Constantes de velocidad observadas de primero orden para la hidrólisis de PNPDPP 
(cuadrados rellenos) y MNPP (cuadrados vacíos) y diagrama de distribución de especies para los 
hidroxocomplejos del sistema Y(ITI) 1.8 mM Y BlP 20 mM como función del pH (Esquema 10.3). 
La línea punteada es el perfil teórico de ka" vs. pH calculado de acuerdo a la ecuación (11.2) y el 
recuadro ampliado a la derecha muestra el ajuste a valores de pH menores que 8. 

La cinética de hidrólisis de PNPDPP se estudió solamente con el sistema BTP-Y(III). Su 

comportamiento es muy parecido al de la cinética de hidrólisis de BNPP: el orden cinético 

respecto a Y(III) es mayor que 1 (Fig.l1.9, cuadrados sólidos) y el perfil de kobs en [unción del 

pH se muestra una tendencia a aumentar rápidamente al ir hacia valores de pH mayores 

(Fig.II.IO). 

Se probó la correlación de kobs con la distribución de las diferentes especies hidroxo, 

siguiendo el procedimiento descrito para la hidrólisis de BNPP , y para PNPDPP se encontró que 

ambos resultados, los de la dependencia de la concentración y la dependencia del pH de kobs a 

pH>8 pueden ser ajustados de forma satisfactoria a una ecuación similar a la ecuación 11.4, pero 

involucrando los complejos pentahidroxo de BTP en lugar de los complejos pentahidroxo de Tris: 

con k2 = O.28±O.09 M-I 
S-I y k3 = 295±50 M-2s-l

• La línea punteada en la Fig.ll.l O es el ajuste 

teórico calculado de acuerdo a la ecuación (11.5). Este ajuste se desvía significativamente de los 

puntos experimentales por debajo de pH 8 donde existen otras especies que aparentemente 

contribuyen a la velocidad de reacción en este intervalo de pH, como los dihidroxocomplejos 

y 2(BTP)(OH)z 4+. 
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12. Discusión general de los sistemas con Y(lII) y 

comparación con sistemas relacionados 

Uno de los resultados más importantes del sistema BTP-Y(III) es que se encontró una 

cinética de hidrólisis de BNPP de segundo orden con respecto a la concentración de Y(IIl). Esta 

dependencia de segundo orden no ha sido reportada en sistemas hidrolíticos de fosfodiésteres 

catalizados por lantánidos. Para estos sistemas basados en Ln(III) se han reportado leyes de 

velocidad que involucran: 1) cinéticas con "saturación" tipo Michaelis-Menten con acuoiones y 

algunos complejos macro cíclicos de lantánidos (III),123.128.130.137 2) cinéticas simples de primer 

orden con criptatos de lantánidos (III) 186 Y 3) cinéticas de tercer orden con un macrociclo 

di nuclear de lantano (IlI)62 Esta dependencia de segundo orden respecto al metal solamente ha 

sido reportada como una de las rutas en la hidrólisis de ésteres fosfonatos que tienen grupos de 

coordinación para el ion metálico, para los que se proponen rutas de reacción de primer, segundo 

y tercer orden respecto a La(III).137 Adicionalmente, vale la pena resaltar que se han reportado 

órdenes de reacción mayores para especies mononucleares y dinucleares de lantánidos (HI), pero 

hasta el momento no es claro cuáles factores determinan el tipo de cinética. 

La diversidad en leyes de velocidad dificulta la comparación de la reactividad de 

diferentes catalizadores en términos de las constantes de velocidad independientes de la 

concentración del ion metálico debido a que tienen diferentes dimensiones (M-Is- I, M-2s- l
, M-\-l, 

etc.) y por lo tanto sólo es posible comparar las constantes de velocidad observadas de primer 

orden (S-I) a las condiciones particulares de cada sistema. 

Comparando nuestro sistema BTP-Y(IlI) en términos de kobs (S-I) con los sistemas 

reportados en la literatura, encontramos que la reactividad fosfodiesterolítica de Y(Ill) en 

presencia de BTP es sustancialmente más alta que para la mayoría de los sistemas 

fosfoesterolíticos que emplean lantánidos. Por ejemplo a [Y(IlI)]=4.5 mM la kobs para la hidrólisis 

de BNPP alcanza un valor de 0.0025 S-I a 25°C y pH 8.5 (Fig.9.1a), la cual corresponde a un 

tiempo de vida media de solamente 4.6 minutos. En contraste el acuoión más reactivo de los 

lantánidos, Er3+, tiene, a "saturación", una kobs = 0.00053 S-I a 50°C,123 Y los valores de kobs para 

la hidrólisis de BNPP logradas con complejos macro cíclicos de lantánidos (lII) 64.134.186 alcanzan 

valores de 0.00 I s-I pero también a temperaturas elevadas. 
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Las constantes de velocidad observadas para la hidrólisis del triéster PNPDPP son del 

mismo orden de magnitud que las de BNPP (Figuras 11.1a y 11.9, Figuras 11.3 y 11.1 O). Sin 

embargo, PNPDPP es mucho más reactivo que BNPP: la constante de velocidad de primer orden 

repoltada para la hidrólisis espontánea de PNPDPP a 25°C es 9.7xlO-6 y 4.2xlO-s a pH 8 Y 9 

respectivamente/9 mientras que la constante para la reacción de hidrólisis no catalizada de BNPP 

a 25°C es l.lxIO-11 
S-110 Por lo tanto, el factor de incremento en la velocidad de hidrólisis de 

PNPDPP a las concentraciones más altas de Y(IlI) empleadas en el intervalo de 3-5 mM es de 

cerca de 20 veces, pero del orden de 2x 1 08 para BNPP. 

También es posible comparar las velocidades fosfoesterolíticas de nuestro sistema con 

Y(lll) con el complejo de Cu(II) tetrametil etilendiamina como catalizador: 189 bajo condiciones 

similares el complejo de Cu(I1) incrementa la velocidad de hidrólisis cerca de 102 veces para 

NPDPP y de 105 veces para BNPP. Por lo tanto, se puede decir que Y(III) tiene una preferencia 

mucho mayor hacia el fosfodiéster. 

El ataque nucleofilico del OH" coordinado hacia el grupo fosforilo asistido por el catión 

metálico, debe pasar por la formación, generalmente desfavorable, de un intermediario cíclico de 

4 miembros. Contrariamente a lo que podría esperarse, los ciclos pequeños son relativamente más 

estables con los cationes grandes 61 y esta puede ser una de las razones para que se observen 

actividades fosfoesterolíticas más altas para cationes metálicos como Y(III) respecto a cationes 

de transición que son más pequeños como Cu(II). Además, el estado de transición en la hidrólisis 

de los fosfodiésteres (12-1) provee una posibilidad adicional de quelación en anillos de 4 

miembros vía los dos oxígenos aniónicos de los fosfatos. Esto puede explicar la mayor 

especificidad de Y(III) hacia el fosfodiéster respecto al fosfotriéster. 

OR 

-0. ..... 1 

'p-OR 
-O/ 

OH 

12-1 
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El segundo orden en la cinética respecto al metal puede deberse a que por algunas 

razones, probablemente estéricas, el ataque intramolecular del M-OK hacia el grupo fosforilo 

coordinado sea lento. Por otro lado, resulta lógico suponer que en esta reacción de segundo 

orden, un hidroxocomplejo metálico provee la asistencia electrofllica necesaria y el otro actúa 

como nuc!eófilo. 

Dentro de la serie de complejos Y2(BTP)(OH)n6-n, los complejos con menor número de 

OH- coordinados (con menores valores de n) deben tener un centro metálico más electrofilico 

(porque el catión metálico conserva más carga positiva), mientras que aquellos con valores de n 

mayores, deben tener OK coordinados más nucleofilicos (porque el ion OH- conserva más 

densidad electrónica). De hecho, la ecuación cinética (11.4) indica la participación simultánea de 

un hidroxo complejo más electrofilico Y 2(BTP)(OH)/+ y uno más nucleofilico Y 2(BTP)(OH)5 +. 

Finalmente, en el esquema 12.1 se presenta el mecanismo unificado de la hidrólisis de 

BNPP yMNPP. 

o 
// 

(RO),P, + (Y,L(OH),l" + (Y,L(OH)sJ' 
O· 

i1 

Esquema 12.1 

+ OH" - RO· + HPO,'· 

Los datos cinéticos para MNPP no nos permiten identificar la especie activa ya que la 

velocidad no depende de la concentración de Y(III) y casi no depende del pH. Sin embargo, una 

ligera disminución de kobs a mayores valores de pH (Fig.ll.l O) indica que las especies activas 

más probables son los hidroxo dímeros con un menor número de OK coordinados, por ejemplo 

y 2(BTP)(OH)4 2+. 
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La ruptura de fosfomonoésteres no necesariamente incluye un ataque nucleofilico y se 

sabe que típicamente transcurre a través de un mecanismo monomolecular tipo SN 1.36 En este 

caso el efecto catalítico del complejo metálico se debe a su capacidad de estabilizar el grupo 

saliente (ver Introducción). Evidentemente, la estructura dinuclear del complejo resulta muy bien 

organizada para este tipo de activación del sustrato: un catión de Y(lll) del dímero compleja al 

sustrato, transformando un proceso intermolecular en un proceso intramolecular que es mucho 

más eficiente (ver Introducción), mientras que otro catión de Y(IlI) estabiliza el grupo saliente, 

como se ilustra en el esquema 12.1. 

De los resultados obtenidos con Tris como ligante, es claro que esta combinación de 

especies reactivas no existe ya que solamente uno de los dos complejos está presente en 

disolución, sin embargo, es posible decir que los complejos con Tris tienen una menor 

reactividad fosfodiesterolítica. Si comparamos los valores de k3 para la reacción de tercer orden 

de BNPP con complejos de Tris-Y(III) con k3 para la reacción con los complejos de BTP-Y(IIT), 

encontramos que es ca. 10 veces más pequeña (110 y 830 M·2s·! respectivamente, vide supra). 

La ruta de reacción para PNPDPP involucra dos hidroxocomplejos más altos, 

Y2(BTP)(OH)/, ecuación (11.5), o bien una combinación de Y2(BTP)(OH)l+ y Y2(BTP)(OH)6, 

ya que debido a la labilidad cinética de los complejos de Y(III) estas rutas de reacción son 

indistinguibles entre sí. Por otro lado, hay que recordar que la reactividad de los 

hidroxocomplejos metálicos hacia tri ésteres correlaciona bien con su basicidad 124 y esto puede 

explicar la participación de dos complejos pentahidroxo que son más básicos. 
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13. Comportamiento en disolución acuosa del sistema BTP-Ln(lIl) 

Los resultados encontrados con Y(I1I) y BIP indican que este aminoalcohol es capaz de 

estabilizar especies metalohidroxo reactivas mostrando una alta reactividad en la hidrólisis de 

fosfoésteres en disolución acuosa a valores de pH débilmente básicos y a temperatura ambiente. 

Con este sistema se observó una mayor especificidad hacia el sustrato fosfodiéster BNPP 

comparado con los otros fosfoésteres estudiados. Por lo tanto vale la pena probar este sistema con 

otros cationes trivalentes que no presentan reactividad redox en estas condiciones, tales como los 

lantánidos, e incluir un éster de ácido carboxílico como sustrato con el fin de poder hacer 

comparacIOnes. 

13.1. Equilibrios en disolución BTP-Ln(IlI) 

Al iniciar esta parte del trabajo, se probaron nuevamente ligantes sencillos (etilendiamina, 

1,3-diaminopropano, poliaminas, y aminoalcoholes análogos a Tris) para prevenir la 

precipitación de disoluciones acuosas de cationes de lantánidos (Ln(I1I) = La, Nd, Pr, Eu, Gd y 

Dy) en el intervalo de concentraciones de 0.5-10 mM y de pH 7 a 9. De forma similar a lo 

observado con Y(III), los mejores resultados se obtuvieron con BTP, encontrándose que la 

concentración mínima de BTP suficiente para prevenir la precipitación de los Ln(III) en este 

intervalo es de 10 mM. 

Las curvas de titulación de BTP 10 mM en presencia de 1 equivalente de la sal del metal 

muestran el consumo de más de 2 equivalentes de NaOH por un equivalente de metal además de 

los 2 equivalentes de NaOH que son consumidos para la titulación delligante (Fig.13.1). En el 

caso de La(III) la precipitación ocurre a valores de pH por encima de 9, pero la titulación con 

exceso de BTP (2: 1 BTP a metal) nos permite alcanzar valores de pH de 10 sin precipitación y 

observar el consumo de cerca de 2.5 equivalentes de NaOH por un equivalente de La(III), 

comportamiento que también se observa con los otros metales. (Los datos numéricos de las 

titulaciones se encuentran en el Anexo 2). 



104 Resultados y discusión 

11 BTP 

10 
Pr 

Gd 

9 La 
, 

8 
•• 

I 7 n. 

6 

5 

4 

3 
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 

a 

Fig.13.1. Curvas de titulación para BTP 10 mM Y para una mezcla de BTP 10 mM en relación 1:1 
con percloratos de lantánidos(III) en NaCI04 0.1 M. Al inicio de cada titulación se añadieron dos 
equivalentes de HCI04 • a es el número de equivalentes de NaOH añadidos. 

Los resultados de las titulaciones en presencia de Ln(III) indican ya sea la formación de 

hidroxocomplejos del mctal estabilizados por BTP o la formación de los respectivos a1coxo 

complejos por desprotonación de los grupos hidroximetilo de BTP; sin embargo mediante esta 

técnica es imposible distinguirlos. De hecho, al realizar los ajustes de las curvas de titulación se 

considera que un complejo ML(OH) es un complejo MLH..¡, porque en el balance de masa para la 

[H+] un ion OH' consume protones para dar agua, y [MLH.¡]=P[M][L][OH]lKw, por lo tanto H.¡ 

es un protón que pierde una molécula de agua coordinada al metal o bien el ligante. Para algunos 

casos similares reportados en la literatura, ha sido posible resolver este problema haciendo un 

análisis de los productos obtenidos después de la reacción de ruptura de BNPP, ya que se ha 

encontrado que se forma el ligante alcohol fosforilado, lo cual indica la posible desprotonación 

del alcohol,64 pero en nuestro caso el análisis de los productos mostró que se liberan dos 

equivalentes de nitrofenolato y un equivalente de fosfato inorgánico en la reacción con BNPP 

(ver sección 7.2). Por lo tanto, tomando como un primer criterio esta evidencia, lo más probable 

es que se formen hidroxocomplejos en disolución. 



Resultados y discusión 105 

El análisis de los datos obtenidos de las titulaciones potenciométricas con lantánidos es, 

en general, similar al descrito anterionnente para el sistema Y(III)/BTP. 

El esquema de reacción más simple que puede plantearse, en congruencia con las 

titulaciones potenciométricas, involucra la fonnación de un único complejo en disolución, sin 

embargo es imposible ajustar los datos con modelos de este tipo (ver Anexo 2). Un siguiente paso 

es considerar la fonnación de series de hidroxo complejos mononucleares de composición 

general M(BTP)(OH)n 3-n en donde n va de 1 a 3 y posterionnente considerar la fonnación de sus 

especies superiores, es decir, especies de composición general M2(BTP)z(OHb 6-2n, pero en 

ningún caso los resultados fueron del todo satisfactorios después de un cuidadoso análisis de los 

valores obtenidos para las constantes de fonnación (ver Anexo 2 con la comparación entre los 

modelos probados). 

Finalmente se obtuvo un ajuste satisfactorio para un esquema de reacción, parecido al 

esquema 10.3, que involucra la fonnación de hidroxocomplejos di nucleares presentados por el 

grupo de equilibrios mostrados en el esquema 13.1. Los ajustes de los datos experimentales con 

este modelo para Ln(IlI) y BTP en relación 1: 1 a concentración 10 mM se muestran en la 

Fig.13.2 y el resumen de las constantes de estabilidad obtenidas se muestran en la Tabla 13.2. 

BTP + 2H+ • • BTPH/+ 

M3+ + BTP • • M(BTP)3+ 

2M3+ + 2BTP + 20H- • • M2(BTPh(OH)24+ 

2M3+ + 2BTP + 40H- • • M2(BTP)z(OH)/+ 

2M3+ + 2BTP + 50R' • • M2(BTP)z(OH)5 + 

2M3+ + 2BTP + 60H- • • M2(BTP)z(OH)6 

Esquema 13.1 

Con el fin de analizar la validez del modelo planteado en el esquema 13.1 se hicieron 

además titulaciones variando la concentración total del metal y delligante en el intervalo de 5-20 

mM para ambos. Estas curvas se ajustaron con los modelos planteados (ver Anexo 2). Como 

ejemplo, en la tabla 13.1 se muestran los logaritmos de las constantes de fonnación acumulativas 

(log ~) obtenidas de curvas de titulación a diferentes concentraciones para lantano(I1I). 
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Tabla 13.1. Constantes de fonnación acumulativas (log ~)a para el sistema BTP-La(III). 

Especie en BTP-La(III) BTP-La(III) BTP-La(III) BTP-La(III) 
disolución 20.0-14.8 mM 20.0-10.0 mM 10.0-10.0 mM 5.0-5.0 mM 

BTP H La(I1I) log ~ ± sd log ~ ± sd log ~ ± sd log ~ + sd 

1 O 1 1.69 ± 0.04 2.49 ± 0.03 2.46 ± 0.02 2.29± 0.03 

2 -2 2 -10.17 ± 0.03 -9.89 ± 0.03 -10.46 ± 0.05 -9.94 ± 0.04 

2 -4 2 -27.33 ± 0.05 -27.29 ± 0.03 -27.62 ± 0.02 -27.73 ± 0.03 

2 -5 2 -37.23 ± 0.10 -36.39 ± 0.02 -36.0 -- no --

.. l 20.43 18.11 10.54 13.53 

a [ML(OH)l=[MLH.d=~[Ml[Ll[OHllKw, en donde H.\ es un protón que puede 

perderse de una molécula de agua o delligante. 

11 

10 

9 

6 2 3 4 5 6 

a a 

(a) (b) 
Fig.13.2. Curvas de titulación de disoluciones lO mM de BTP y perc1oratos de lantánidos (llI) en 
relación 1: 1 en medio 0.1 M de NaClO •. Al inicio de cada titulación se añadieron dos equivalentes 
de HCIO •. a es el número de equivalentes de NaOH añadidos. Los cuadrados vacíos son los datos 
experimentales y las líneas continuas son los perfiles teóricos de pH calculados de acuerdo al 
esquema 13.1 y las constantes de estabilidad dadas en la tabla 13.2. (a) Perfiles para La (lll), Gd(1ll) 
Y Dy CIlI), (b) perfiles para Nd(llI), Eu(llI) y Pr(llI). Las disoluciones patrón de Dy(llI), Eu(llI), y 
Pr(III) contienen cantidades significativas de HClO. que se titula por debajo de pH 7.0. 
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Los logaritmos de las constantes de equilibrio para cada etapa se reúnen en la Tabla 13.2. 

Estos valores son los valores promedio de las constantes obtenidas para titulaciones de mezclas 

de lantánidos (III) y BTP a diferentes concentraciones totales, las cuales concuerdan 

razonablemente entre sí. 

Tabla 13.2. Constantes de estabilidad para la formación de complejos de Lantánidos (IlI) 

con BTP (25°C, 0.1 M NaCI04). 

Equilibrio LogKa 

M=La3+ Pr3+ Nd3+ Eu3+ Gd3+ Dy3+ 

[BTP-M]/[BTP] [M] 2.30 

[2BTP-2M-20H]/[BTP]2[M]2[OHf 18.11 20.80 21.71 23.62 23.44 23.86 

[2BTP-2M-40H]/[BTPf[M]2[OHt 28.96 31.66 32.77 34.95 34.90 38.12 

[2BTP-2M-50H]/[BTP]2[M]2[OH]5 33.62 36.14 37.20 39.29 33.39 

[2BTP-2M-60H]/[BTP]2[M]2[OH]6 42.73 48.73 

[M-OH]/[M][OH] b 4.67 5.18 5.30 5.42 5.38 5.63 

n El error está dentro de ±(O.02-0.08). 
b Constantes de formación para los complejos monohidroxo a 25°C y fuerza iónica 0.3 M.54 

Llama la atención que sólo en el caso de lantano(IlI) el complejo simple 1: 1 metal a BTP 

contribuye lo suficiente para permitimos la determinación de su constante de estabilidad. Para 

todos los otros cationes, la estabilidad de sus hidroxocomplejos es tan alta que a valores de pH 

cercanos a 8 y mayores, donde se esperaría que los complejos M(BTP)3+ contribuyeran 

significativamente a la concentración total del metal (esto asumiendo que las constantes de 

estabilidad para complejos 1: 1 con los otros metales tienen valores similares), los primeros 

hidroxocomplejos M2(BTP)z(OH)24+ ya son las especies dominantes, y para los cationes más 

ácidos como Gd(IlI) y Dy(IlI) aparecen incluso hidroxocomplejos M2(BTP)2(OH)l+ (ver las 

curvas de distribución de especies en la Fig.14.3 a-d). 

La constante de estabilidad del complejo La(BTp)3+ (logK=2.30, Tabla 13.2) es menor 

que la encontrada para el complejo Y(BTP)3+ (logK=3.29, Tabla 10.2). Esto concuerda con la 

mayor estabilidad de los complejos de Y(IlI) que los correspondientes de La(IlI) debido a su 

mayor acidez. Por ejemplo, ellogaritrno de la constante de estabilidad (log K) con EDTA es de 
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18.08 para el complejo con Y(I1I) y de 15.46 para el complejo con La(Ill); con picrato es de 4.03 

para Y(III) y de 3.51 para La(I1I).54 

Por otro lado, es bien sabido que los lantánidos tienen una tendencia muy fuerte a formar 

complejos polinucleares en agua62 Así, se sabe que todos los lantánidos (Ill) empleados en este 

trabajo forman especies dihidroxo dinucleares M2(ORh4
+ en disolución acuosa.54 Además, se ha 

reportado que al realizar la titulación potenciométrica de LaCb con álcali se forma la especie 

La2(OR),+ 119 que es análoga a los complejos M2(BTP)2(OH),+ mostrados en el esquema 13.1. 

Por esto resulta razonable suponer que la coordinación con BTP estabiliza estas hidroxo especies 

previniendo la formación de complejos polinucleares y la precipitación de los hidróxidos 

metálicos. Vale la pena hacer notar que se ha reportado que la especie La2(OHh 4+ se forma 

también con complejos macrocíclicos dinucleares de lantano.62 

Se hicieron titulaciones de disoluciones con Tris y cationes Ln(III), ya que resulta lógico 

pensar que debido a la similitud que existe con BTP, pudiera comportarse de manera parecida 

como ligante, pero siempre se observó la precipitación del hidróxido del metal a pH por encima 

de 8. Por lo tanto, es de esperarse que exista al menos cierto enlace adicional de la segunda mitad 

delligante entre la molécula de BTP y el catión metálico en los hidroxo complejos, y que éste sea 

el responsable de la diferencia observada en el comportamiento de Tris y BTP como ligantes. 

H~ 
~J,_. OH 

OH OH 

Tris 

HN~NH 

HO~ ~OH 
HO OH HO< 

OH 

BTP 

La evidencia de las titulaciones junto con el análisis de los productos apoya el hecho de 

que las especies nucleofilicas son los hidroxocomplejos de lantánidos y no los alcoxocomplejos. 

Para obtener más información al respecto se realizaron las titulaciones potenciométricas de BTP 

en presencia y ausencia de La(CI04)¡ en 0 20 registrando el espectro de I H NMR a cada valor de 

pO. Oe acuerdo con lo reportado en la literatura, y como se mencionó para los complejos 

BTP-Y(III), la desprotonación de un grupo alcohol por coordinación con un catión metálico da 

lugar a un desplazamiento en las señales de los protones metilénicos en el grupo -CR20H hacia 

campo alto (ca. 0.3 ppm)185, por lo que cabe esperar un efecto cualitativamente similar para el 

La(I\l) coordinado con los grupos alcohol de BTP. La figura 12.2 muestra los perfiles de los 

desplazamientos químicos, O, en función del pO en 020 correspondientes al singulete de los 
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protones metilénicos en posición u respecto al grupo OH (Fig.13.3a), y a la señal central de los 

multipletes de los protones metilénicos de la cadena propilénica en posiciones u- y 13- al átomo 

de nitrógeno de BTP (Fig.13.2b) en ausencia y presencia de La(CI04)J. 

3.65 

o 

3." 

3.55 
• 
• 

• 

3.45 

3.40 

2 3 4 5 6 7 a 9 10 11 12 

pO 

(a) 

32 

3.0 , 
28 I C>iJ" I 
2.6 

2.4 

c.o 2.2 

2.0 

1.8 I CCli,C I 
, 

1.6 

l.' 
2 3 , 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

pO 

(b) 
Fig.13.3. Titulación potenciométrica de BTP 20 mM en D,O por 'H NMR. Los círculos vacíos y los 
cuadrados rellenos muestran las mediciones en ausencia y presencia de La(CI04), 5 mM 
respectivamente (Tabla 13.3). Las líneas sólidas son las curvas de ajuste a la ecuación (10.1). 

Los puntos obtenidos para las disoluciones que contienen perclorato de La(III) se desvían 

de las curvas de titulación delligante libre en el mismo intervalo de pH en el que se observa esta 

desviación en las curvas de titulación potenciométrica (Fig.13.1). Los resultados obtenidos son 

muy similares a los encontrados para el sistema BTP-Y(II1): hay un desplazamiento considerable 

hacia campo bajo en lugar de hacia campo alto para los protones metilénicos en posición u- a los 

grupos OH, concordando con la estructura de un complejo en la que los grupos OH están unidos 
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al ion metálico sin desprotonarse y el pequeño desplazamiento de las señales de los protones de la 

cadena propilénica indican que el átomo de nitrógeno también está involucrado en la 

coordinación entre el catión metálico y elligante. 

13.2. Especies en disolución acuosa. ESI-MS. 

Con el fin de obtener alguna información adicional sobre el tipo de especies presentes en 

las mezclas de BTP-Iantano en disoluciones básicas, se obtuvieron espectros de masas con 

ionización por electrospray de disoluciones con 20 mM de BTP y La(N03h 1 mM a pH 9.2. En 

varios casos la técnica de ESI-MS ha permitido obtener información para la caracterización de 

complejos metálicos.1 69 Particularmente esta técnica de ionización (electro spray) permite que los 

iones contenidos en la muestra pasen a fase gas directamente de una disolución acuosa con poca 

o nula fragmentación y por tanto provee valiosa información cualitativa de la naturaleza de las 

especies cargadas en disolución. 

Desde luego, al emplear esta técnica, hay que considerar que entre las especies químicas 

en fase gas pueden existir interacciones que no se presentan en disolución acuosa. La presencia 

de estos procesos adicionales, es decir, especies que solamente se forman bajo las condiciones de 

fase gas y que no existen en disolución, pueden dar lugar a los llamados "falsos positivos".19o 

La tabla 13.4 reúne los datos obtenidos de los espectros de masas. El espectro de masas de 

la disolución del ligante puro a pH 9.2, consiste de una serie de picos correspondientes a los 

oligómeros de BTP protonados (BTP)nH+ en donde 1:91~ y un pico que incluye el BTP 

cationizado por Na+ con m/z=305.1 (Tabla 13.4, renglones 1-5). Ciertamente, solamente el catión 

BTPH+ realmente existe en disolución mientras que el aducto de sodio y los oligómeros se 

forman en fase gas. 

En presencia de nitrato de lantano se observaron otros 8 picos adicionales identificados 

como se muestra en la tabla 13.4 (renglones 6-13). Adicionalmente se observaron dos picos no 

identificados con m/z=365.1 y 409.2, que probablemente correspondan a impurezas de la 

muestra. Los picos con m/z=351.I, 419.1 y 482.0 por su estructura isotópica pertenecen a 

especIes dicatiónicas. También se observaron tres picos que corresponden a los complejos 

diméricos y a otras especies monoméricas (renglones 7, 8 y 11), y que contienen alligante BTP 

sencilla o doblemente desprotonado. 
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Tabla 13.4. Valores calculados y observados de miz para el sistema BTP + La(NOlh a pH 

9.2. 

Especie fórmula miz 
Calculado Observado 

1 BTPH+ CIl H27N20 6 283.192 283.2 

2 BTPNa+ CIIH26N206Na 305.174 305.1 

3 BTP2 H+ C22H5lN20 6 565.376 565.4 

4 BTPl H+ CllH79N206 847.560 847.5 

5 BTP4 H+ C44HI05N206 1129.744 1129.7 

6 La(BTP H.1)(BTP)2+ C22H51N4012La 351.133 351.1 

7 La2(BTP H.2)22+ C22&sN4012La2 419.074 419.1 

8 La2(BTP H.1)2(NOl)z2+ C22H50N60lSLa2 482.070 482.0 

9 La(BTP H.2)(BTPt C22H50N4012La 701.258 701.2 

lO La(BTP H.1)(BTP)(NOlt C22H51N5015La 764.254 764.3 

II La2(BTP H-2)2(NOlt C22H4SN5015La2 900.156 900.1 

12 La(BTP H_z)(BTP)2 + CllH76N60lSLa 983.442 983.4 

13 La(BTP H_1)(BTP)z(NOlt CllH77N7021La 1046.438 1046.4 

Una conclusión a priori de estos datos es que en disolución ocurre la desprotonación de 

los grupos alcohol del ligante en lugar de la formación de hidroxo complejos en disolución. Sin 

embargo es altamente probable que las condiciones de fase gas favorezcan la deshidratación de 

los complejos convirtiendo un fragmento M(OH")(ROH) en M(RO") + H20. De hecho, en 

contraste con lo que sucede en fase acuosa, la basicidad en fase gas del ion OH" es mucho más 

alta que la del ion RO-; la reacción de transferencia de protón OH-gas + EtOHgas ~ EtO-gas + 

H20gas es muy exotérmica, con un ilH de -56 kJ/mo1. 191 Por lo tanto la ruta más probable para la 

formación de estas especies en fase gas es la deshidratación de complejos hidroxo. 

Así, la especie más abundante en disolución, de acuerdo a las mediciones realizadas en 

ESI-MS es La2(OHMBTP)22+ (ver el diagrama de distribución de especies en la Fig.14.3a) que 

después de deshidratarse produce La2(BTPH.2)z 2+ (Tabla 13.4, renglón 7). También se detectó un 

aducto de este catión con nitrato (Tabla 13.4, renglón 11). Otra especie dimérica 
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La2(BTPH_¡MN03)l+ (Tabla 13.4, renglón 8) es probablemente formada por la deshidratación y 

la captura de nitrato subsecuente del dihidroxocomplejo La2(OH)2(BTP)z 4+. La cantidad de 

complejos mononucleares de lantano La(BTp)3+ y La(OHt en disolución es todavía significativa 

a las condiciones empleadas, por lo tanto, la forma monomérica de los iones en fase gas puede ser 

producida por reacciones de intercambio y deshidratación entre estas especies monoméricas en 

disolución. 

Por otro lado, con un gran exceso de BTP sobre La(III), los iones dinuc1eares en fase gas 

pueden dar lugar a los monómeros. La repulsión electrostática mutua de iones La3+ altamente 

cargados dentro de los complejos dinucleares puede ser mucho más fuerte en fase gas que en 

agua y la estabilidad relativa de los complejos dinucleares puede ser menor. Por esto los cationes 

La(BTP H.2) (BTP)+ Y La(BTP H.¡)(BTP)(N03t pueden formarse respectivamente a partir de la 

ruptura de La2(BTP H.2)z2+ y La2(BTP H.¡)z (N03)z2+ por BTP y la formación de otros cationes 

monoméricos es fácilmente explicable por la captura o pérdida subsecuente de BTP y nitrato. 

En general, los datos obtenidos por ESI-MS del sistema lantano-BTP muestran un patrón 

complicado, pero apoyan la presencia de complejos dinucleares en disolución con relaciones 

metalligante 2:2 que antes se propusieron con base en las titulaciones potenciométricas. 

Finalmente, tomando en cuenta lo discutido en esta sección respecto a la forma de 

coordinación de BTP, se propone la estructura hipotética 13-1 para los complejos 

M2(BTP)z(OH)z4+. Es casi seguro que los primeros aniones OH- son grupos puente, como se 

muestra en la estructura 13-1, mientras que para complejos con mayor numero de OH- parte de 

estos aniones pueden ser puente y parte terminales. 

13-1 
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14. Comportamiento cinético del sistema BTP-Ln(llI) 

Junto con los sustratos empleados con el sistema BTP-Y(III), BNPP, MNPP Y PNPDPP, 

en este estudio se empleó además un sustrato mucho más activado PNPA (Esquema 14.1). 

BNPP MNPP PNPDPP 

H~_H H-eH 
HO,~N~N OH 

HO OH 

PNPA BisTris Propano (BTP) 

Esquema 14.1 

Vale la pena hacer notar que debido a que BTP tiene dos valores de pI<. alrededor de 7 y 

9 respectivamente, permite tener un amplio intervalo de pR amortiguado: 6.5 a 9.5. Para 

mantener una capacidad amortiguadora suficientemente alta en la disolución y una buena 

estabilidad respecto a la precipitación de hidróxidos metálicos en un intervalo amplio de pR, el 

estudio cinético del sistema se realizó manteniendo un exceso de BTP respecto al perclorato del 

lantánido (I1I). 

14.1. Cinética de hidrólisis de BNPP 

Se mostró previamente que los productos de la hidrólisis de BNPP en el sistema BTP

Ln(III) son un equivalente de fosfato inorgánico y dos equivalentes de 4-nitrofenol (ver sección 

7.2). Dependiendo de las condiciones de reacción los perfiles de absorbancia (A) vs. tiempo (1), 

registrados en el valor máximo de absorción de anión 4-nitrofenolato, siguieron curvas cinéticas 

simples de primer orden cuando la hidrólisis del intermediario MNPP fue rápida o una ecuación 

biexponencial más compleja (Ecuación 7.1) cuando las constantes de velocidad de primer k] y k2 

de la hidrólisis de BNPP y MNPP fueron de magnitud similar. 
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Para la siguiente discusión las constantes observadas de primer orden para la hidrólisis de 

BNPP se refieren a los valores de kl de esta ecuación. 

El orden de reacción para el metal fue estudiado en el intervalo de pH 8.5-9 debido a que 

la velocidad de reacción se incrementa rápidamente al aumentar el pH por encima de 7 y tiende a 

nivelarse a pH 9. Las constantes observadas de primer orden (kobs) en la hidrólisis de BNPP para 

todos los lantánidos empleados en exceso de ligante a pH 8.5 muestran una dependencia estricta 

de primer orden respecto a la concentración del metal (Fig.l4.1a, c, e) excepto para La(III) y 

Nd(III) para los que se observa una contribución cuadrática a bajas concentraciones del metal. 

Dependiendo del metal es posible incrementar la concentración de los Ln(III) hasta 10 mM o 

mayores sin observar precipitación. 

Por otro lado, si se mantiene una relación metal:ligantel: 1 en todo el intervalo, el valor 

de estas constantes es mayor que en exceso de ligante y la dependencia de [BTP-Ln(III)] es 

aproximadamente lineal en el intervalo de 2-5 mM a pH 8.5. Las constantes de velocidad 

observadas son muy altas, del orden de 10.3 
S·I, 10 cual da un incremento de 108 veces respecto a 

la hidrólisis de BNPP no catalizada y 105 veces respecto a la hidrólisis alcalina (Fig.14.1 b, d, f). 

Sin embargo, aunque en estas condiciones las constantes observadas son entre 5 y 10 veces 

mayores, las disoluciones no son completamente estables. 
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Fig.14.1. Constantes de velocidad observadas para la hidrólisis de BNPP a pH 8.5 en fimción de la 
concentración del metal: (3) Pr(ITI), (e) Eu(llI), (e) Gd(llI), (g) La(llI) Y (h) Nd(llI) en presencia de 
BTP 20 mM a pH 8.5; (h) Pr(ITI), (d) Eu(llI) y (t) Gd(llI) en relación 1: 1 con BTP a pH 8.5. Las líneas 
continuas son los ajustes a ecuaciones líneales o cuadráticas respectivamente. Las escalas son iguales 
para gráficas correspondientes a un mismo metal. 
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De acuerdo al comportamiento en disolución observado para estos sistemas, resulta lógico 

pensar que esta mayor reactividad es la suma de varias contribuciones. Una de ellas es la 

diferencia en la fuerza iónica, que inhibe fuertemente reacción (vide infra), y bajo estas 

condiciones su contribución negativa es menor. Otra parte seguramente se debe a que las 

fracciones de las especies cinéticamente activas son diferentes a estas condiciones y algunos 

complejos con muy alta reactividad, como los complejos Ln(OH)2+, pueden estar presentes en 

mayor proporción. Esto concuerda con la tendencia observada en la reactividad al comparar entre 

diferentes metales: Pr(III»Eu(III»Gd(lIl) que es el mismo orden que el pI(" de los acuocationes. 

La reacción es inhibida por NaCl04 : el incremento en la concentración total de perclorato 

(disolución del perclorato de Ln(lIl) más perclorato de sodio adicionado) al ir de 0.01 a 0.1 M 

conlleva un decremento en la velocidad de la reacción de cerca de 10 veces (Fig.14.2a). La 

adición de NaCl o NaNO] causa un efecto menor indicando la posible formación específica de 

pares iónicos entre el anión perclorato y las especies reactivas de los lantánidos cargadas 

positivamente. Este efecto es responsable de una fuerte inhibición de la reacción al incrementar 

las concentraciones de BTP a pH constante ajustado con HCl04 sin electrolito soporte de NaCl04 

(Fig.14.2b ). 
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Fig.14.2.(a) Dependencia del logaritmo de la constante de velocidad observada de primer orden para la 
hidrólisis de BNPP en función de la raíz cuadrada de la fuerza iónica, ¡Y', a pH 8.5, BTP 20 mM Y La(llI) 
2 mM. (b) Constantes de velocidad observadas para la hidrólisis de BNPP en presencia de La(lIl) 2 mM 
a pH 8.5 en función de la concentración de BTP. La linea punteada muestra el ajuste de los datos. 
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Para analizar la dependencia de la constante de velocidad kobs respecto al pH se calcularon 

los diagramas de distribución de especies para las condiciones de los experimentos cinéticos de 

acuerdo con las constantes dadas en la Tabla 13.2 y los valores experimentales de kobs fueron 

graficados en estos diagramas como se muestra en la Fig.14.3a-f. 
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Fig.14.3. Constantes de velocidad observadas para la hidrólisis de BNPP a 25°C (cuadrados sólidos) 
y diagrama de distribución de especies para los hidroxocomplejos del esquema (13.1) para 
lantánidos (III) 2mM Y BTP 20 mM. Las líneas punteadas son los ajustes teóricos de los perfiles de 
koo, vs. pH calculados de acuerdo a la ecuación (14.1) y las constantes de velocidad para los 
hidroxocomplejos individuales dados en la Tabla 14.1. 
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La reactividad en la hidrólisis de BNPP, como puede verse en la Fig.14.3 se incrementa al 

ir de los acuoiones de Ln(III) hacia los hidroxocomplejos, como se ha observado en otros 

sistemas relacionados62,64,66,91,104,120,127,128,135,185,192,193 También es notorio que para un metal dado 

la constante de velocidad observada no correlaciona con la concentración de especies únicas, 

pero hay algunas especies que dan una mayor contribución a la reactividad observada. 

Al ir hacia los cationes más pesados de La(III) a Dy(II1), se observa que, progresivamente, 

los complejos hidroxo dinucleares con mayor numero de OH' coordinado tienen una contribución 

mayor a la reactividad. Por tanto, el perfil de kobs vs. pH para Pr(IlI) es muy cercano a la curva de 

distribución para la especie M2(BTP)¡(OH)¡4+ (Fig.14.3b) mientras que para Dy(III) este perfil se 

desplazó hacia la curva de distribución para la especie M2(BTP)2(OH)6 (Fig.14.3f). También 

llama la atención que hay una contribución de los complejos mononucleares monohidroxo, que se 

ve más claramente para las curvas Fig.14.3a,b para La(III) y Pr(III), que probablemente sean las 

únicas especies reactivas en los estudios reportados con acuoiones de lantánidos (1lI) en 

disoluciones neutras. 123 

El análisis de las curvas de distribución de especies calculadas a diferentes 

concentraciones de metal muestra que a valores de pH entre 8.5 y 9 los complejos dinucleares 

constituyen más del 90% de la concentración total del metal para todos los metales cuando está 

por encima de 2 mM concordando con las dependencias cinéticas de primer orden para la 

concentración del metal observadas bajo estas condiciones. Al mismo tiempo, para La(III), Pr(III) 

y Nd(lll) hay una contribución considerable de especies mononucleares por debajo de 

concentraciones 1 mM. Esto también concuerda con el cambio a segundo orden de reacción para 

La(III) y Nd(III) a bajas concentraciones de metal (vide supra), ya que están presentes las 

especies M(OH)2+ sin una gran contribución de hidroxocomplejos más altos. En contraste, para 

Pr(III), aunque la fracción de Pr(OH)2+ es casi igual que para La(III), la mayor contribución a la 

constante de velocidad se debe a las especies Pr2(BTP)¡(OH)/+ Y Pr2(BTP)¡(OH)24+. 

Las constantes de segundo orden para la hidrólisis de BNPP por especies individuales 

fueron estimadas haciendo una regresión múltiple de la dependencia del pH de las kobs de acuerdo 

a la ecuación (14,1): 

kobs = kl [M(OH)2+] + k2[M2(BTP)2(OH)¡4+] + k3[M2(BTPh(OH)/+] + k4[M2(BTP)2(OHh+] + 

ks[M2(BTP)¡(OH)6] (14.1) 
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Para ello se calcularon las concentraciones de los hidroxocomplejos a partir de las 

concentraciones totales conocidas del metal y BTP a cada valor de pH y estas últimas fueron 

empleadas como variables independientes en la ecuación (14.1). 

Los valores de las constantes de velocidad resultantes kJ-ks se dan en la Tabla 14.1. Las 

constantes de velocidad faltantes para algunas especies se omitieron porque las contribuciones de 

estas especies a la constante de velocidad observada, a las condiciones empleadas para los 

experimentos de cinética, fueron insignificantes respecto a las que se encuentran tabuladas. En 

algunos casos, por ejemplo, para los valores de kJ para Eu(I1I) y Dy(I1I), las desviaciones 

estándar de los valores promedios calculados de las regresiones múltiples fueron muy grandes, 

sin embargo, la exclusión de este término estableciendo el valor de kJ=O da un decremento 

considerable en la calidad del ajuste. Por 10 tanto estos y otros valores con desviaciones estándar 

similares fueron incluidos en la Tabla 14.1 considerándolos como estimaciones aproximadas. 

Tabla 14.1. Constantes de velocidad de segundo orden (M'JsoJ ) para la hidrólisis de BNPP con 

diferentes complejos de lantánidos (IH) y BTP a 2SoC. 

La(I1I) Pr(I1I) Nd(III) Eu(III) Gd(I1I) Dy(III) 

k J 0.26±0.07 0.26±0.09 0.038 a 0.81 a 

k2 0.140±0.07S (3.7±1.2)xI0·2 (2.S±0.2)x 10"2 (J.l±0.I)xI0·2 (S.6±3.0)xI0·J 

kJ 0.19S±0.030 (S.4±1.8)xlO·2 (4.4±0.4)x 10.2 (1.7±0.2)x1O"2 (3.S±0.3)x1O"2 2.Sx I O·J a 

k4 0.27S±0.040 3.4xlO·J a (8.S±1.l)x I 0.2 

ks 0.33±0.03 

a El error relativo en esta constante es de cerca del 100%, pero su exclusión lleva a un decremento 

sustancial en la calidad del ajuste. 

La comparación de los valores kJ -ks para cualquier metal muestra que entre los complejos 

dinucleares la reactividad se incrementa al incrementarse el número de aniones OH
o 

enlazados, 

aunque las especies más reactivas sean los complejos monohidroxo mononucleares. La 

contribución de estas especies mononucleares a la kobs es pequeña, sin embargo, esto se debe a 

que la fracción que existe de estas especies en disolución es pequeña (ver Fig.14.3). 
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El incremento de la reactividad de los complejos dinucleares que tienen un gran número 

de aniones OH' enlazados es una situación paralela a la observada para complejos dinucleares de 

Zn(lI) 185,192 e hidroxocomplejos de La(III) con ligantes macrocíclicos:62 para ambos metales las 

especies M2(OH)2 son más reactivas que los complejos M2(OH). De manera silmilar a lo 

observado con el sistema BTP-Y(III), los aniones OH' en los complejos superiores son más 

básicos y funcionan como nuc!eófilos más fuertes hacia fósforo (V). 

Cuando se comparan entre sí complejos de la misma composición, pero de diferentes 

metales, sus reactividades decrecen al ir de La(I1I) a Dy(I1I) (ver la tendencia en los valores de k2, 

k3 Y k4 en la Tabla 14.1, los cuales se refieren a los complejos M2(BTP)2(OH)24+, 

M2(BTP)z(OH)i+ y M2(BTP)z(OH)s + respectivamente). 

En esta serie el tamaño de los cationes de lantánidos decrece con un consecuente 

incremento en la densidad de carga y la electro filia para los cationes más pesados. Esta situación 

debe verse reflejada en un decremento en la basicidad de los aniones hidróxido unidos al metal. 

Por tanto los complejos de los cationes más electrofilicos y aniones OH' menos básicos poseen 

menor reactividad. Así para los complejos dinucleares de esta serie de metales, la basicidad de los 

OH' coordinados parece ser más importante que la electrofilia de los cationes más pesados, 

aunque el efecto es bastante moderado. 

Mientras que las reactividades para los complejos M2(BTP)2(OH)24
+ y M2(BTP)z(OH)i+ 

decrecen al ir de La(I1I) a Dy(I1I), la constante de velocidad observada de primer orden a una 

concentración dada y a pH cercano a 9 sigue un orden diferente: La>Pr>Nd>Eu<Gd<Dy. 

Esto sucede debido a que a este pH los lantánidos más pesados generan fracciones 

mayores de hidroxocomplejos más altos y más reactivos. Por tanto, los cationes metálicos más 

electrofilicos desactivan el OH' coordinado reduciendo fuertemente su basicidad, pero este efecto 

de desactivación se ve compensado por la habilidad de estos cationes para formar 

hidroxocomplejos con mayor número de aniones OH' coordinados al mismo centro metálico, 

permitiendo que cada OH' no pierda excesivamente su basicidad. 
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14.2. Cinética de hidrólisis de MNPP y PNPA 

La hidrólisis de ambos sustratos sigue curvas cinéticas simples de pnmer orden en 

presencia de exceso de metal con respecto al sustrato. Los resultados obtenidos indican que las 

constantes de velocidad observadas de primer orden encontradas para la hidrólisis de MNPP, kobs, 

concuerdan razonablemente con los valores de k2 obtenidas del ajuste de las curvas cinéticas de 

hidrólisis de BNPP de acuerdo a la ecuación 7.1. (k2 es la constante de velocidad de hidrólisis del 

intennediario MNPP) 

Generalmente las reactividades de los hidroxocomplejos de lantánidos hacia MNPP son 

similares a las reactividades hacia BNPP, pero en contraste con lo encontrado para BNPP, las 

dependencias de kobs respecto a la concentración del metal muestran en este caso un 

comportamiento con "saturación" ejemplificado en la Fig.l4.4 para La(III) y Nd(I1I). 
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Fig.14.4. Constantes de velocidad observadas para la hidrólisis de BNPP, MNPP Y PNP A en función 
de la concentración del metal: (a) La(Ill) en presencia de BTP 20 mM a pH 9.0; (b) Nd(Ill) en 
presencia de BTP 20 mM a pH 8.5. El ajuste mostrado para BNPP corresponde a una ecuación de 
segundo grado respecto al metal kobs= a [Ln(Ill)) + b [Ln(Ill))', para MNPP a la ecuación 14.2, y para 
PNP A a una línea recta. 
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Los resultados para todos los metales fueron ajustados a una ecuación tipo Michaelis

Menten, ecuación 14.2: 

kobs = kcKs[M]/(1 +Ks[M]) (14.2) 

en donde Ks es la constante de formación de un intermediario complejo lantánido-sustrato, kc es 

la constante de primer orden para la hidrólisis de MNPP dentro de este complejo (constante 

catalítica) y [M] es la concentración total para el metal. Los valores de Ice y Ks para diferentes 

lantánidos a pH 9 se dan en la Tabla 14.2. 

Tabla 14.2. Parámetros para la ecuación de velocidad (14.2) para la hidrólisis de MNPP por 

complejos de lantánidos con BTP a pH 9.0 Y 25 0 C. a 

La(III) Pr(lII) Nd(lII) Eu(III) Gd(lII) Dy(lIl) Dy(III) 6 Dy(III) e 

7.3xl0'" 2.5xl0'" 2.9x10'" 1.5xl0'" 1.5x10'" 1.5 x 10') 2.6xI0·4 1.6xl0·4 

750 >5000 1690 1760 3500 220 530 830 

a Los errores relativos en kc y en Ks están dentro del 20-30%. 
b pH 8.5 

'pH 8.0 

Analizando tanto la constante catalítica (kc) como la constante de formación del complejo 

intermediario (Ks) es claro que no muestran una tendencia regular dentro de la serie de los 

lantánidos. Este hecho no es del todo inesperado porque para diferentes metales existen especies 

diferentes que participan en la reacción a un valor de pH dado. De hecho, los parámetros de la 

ecuación 14.2 determinados a distintos valores de pH son significativamente diferentes. En la 

figura 14.5 se muestran las gráficas de kobs vs. la concentración del metal para Dy(I1I) a diferentes 

valores de pH y los parámetros cinéticos del ajuste de estos resultados con la ecuación 14.2 se 

dan en la tabla 14.2. 

Si se comparan los valores de Ice y Ks para un mismo metal a diferentes valores de pH, se 

observa que la constante de formación del intermediario decrece y la constante catalítica se 

incrementa al ir de valores de pH más bajos donde las especies más altamente cargadas 

predominan (Fig.14.3f). Ambas tendencias son de esperarse: la primera debido a que el dianión 

MNPP debe interactuar más fuertemente con las especies que exhiben una carga positiva más 

alta, y la segunda porque la reactividad debe ser mayor para las especies con mayor número de 

aniones hidroxo coordinados por analogía con lo observado en la hidrólisis de BNPP. 
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Fig.14.5. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrólisis de MNPP en 
fimción de la concentración de Dy(Ill) en presencia de BTP 20 mM a diferentes valores de pH. 
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Fig.14.6. Constantes de velocidad observada de primer orden para la hidrólisis de MNPP (cuadrados 
vacíos) y de PNPA (cuadrados rellenos) en presencia de La(Ill) 2 mM Y BTP 20 mM en fimción del 
pH. Las líneas sólidas son las curvas de distribución de especies (ver Fig.l4.3a). La línea punteada 
es el perfil teórico calculado de acuerdo a la ecuación (14.1) con las constantes de velocidad para las 
especies individuales dadas en el texto. 
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Los perfiles de kobs vs. pH para la hidrólisis de MNPP muestran un incremento en la kobs al 

incrementarse el pH, como en el caso de BNPP, pero con una menor pendiente. Como ilustración 

de esto, se muestra la gráfica de kobs vs. pH para La(lII) en la figura 14.6 junto con el diagrama de 

distribución de especies. 

Estas curvas y las curvas análogas obtenidas para los otros lantánidos no pueden ser 

interpretadas en términos de la ecuación (14.1) la cual implica una cinética de primer orden 

respecto a los complejos metálicos. Sin embargo, es posible decir que los complejos con mayor 

número de aniones hidroxo unidos son más reactivos hacia MNPP, tal y como sucede en el caso 

deBNPP. 

La óbservación de una cinética de saturación con MNPP para la dependencia de la 

concentración del metal, y de una dependencia de primer orden con BNPP con las mismas 

especies reactivas refleja las mejores propiedades de MNPP como ligante: siendo un dianión 

tiene mejores posibilidades de formar un quelato con cationes metálicos, a diferencia de la 

especie monoaniónica BNPP.69 La baja afinidad de los diésteres fosfato hacia los cationes 

metálicos así como la mayor afinidad de los ésteres monofosfato está bien documentada.9.62.69.188 

Por ejemplo, las constantes de estabilidad para la complejación de BNPP y (PhOhP02- al 

complejo Cu(terpiridinai+ tienen valores de 15.8 M- I Y 316 M- I respectivamente.62 

Sin embargo, estos valores fueron determinados en un disolvente que contenía 75% 

EtOH, lo cual favorece la asociación iónica. Para el complejo Zn([12]aneN3i+ en agua, el 

logK<0.5 con BNPP, en contraste con el valor de logK=3.1 con MNPp69 En nuestro caso, el 

hecho de observar una dependencia de primer orden estricto respecto a la concentración del metal 

para BNPP como sustrato a concentraciones de Ln(I1I) inferiores a 10 mM, significa que la 

constante de complejación debe ser alrededor de 10 M-lO menor. 

En la literatura se ha observado un comportamiento sm "saturación" al vanar la 

concentración del metal para concentraciones mayores que 4 mM en la hidrólisis de BNPP en 

presencia de criptatos de lantánidos (III).194 Sin embargo, en varios sistemas se han observado 

cinéticas de saturación para la ruptura de BNPP con valores de Ks reportadas en el intervalo de 

102 _103 M-I 123.128.130.137 que son similares a las observadas en nuestro sistema con MNPP como 

sustrato. 
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Las razones por las que se observa esta afinidad inusitadamente alta de los di ésteres 

fosfato hacia los centros metálicos en estos sistemas no son claras. Sin embargo debe tomarse en 

cuenta que los valores calculados de la ecuación 14.2 o sus modificaciones a partir de datos 

cinéticos pueden ser o no iguales a las verdaderas constantes de equilibrio, ya que esta 

equivalencia depende de los valores de las constantes de velocidad de las transformaciones 

subsecuentes del sustrato unido al complejo.195 Otra posible interpretación de este efecto es que, 

en las condiciones empleadas, pueda existir cierta autoagregación de las especies de lantánidos al 

incrementar la concentración total, con la formación de complejos polinucleares no reactivos y 

esto se refleje en un comportamiento aparente de "saturación". 

La constante observada de primer orden para la hidrólisis del éster de ácido carboxílico 

PNP A es una función lineal de la concentración de lantánido (I1I), como se ilustra en la 

Fig.14.4a, b para La(I1I) y Nd(III). Este sustrato es 106 veces más reactivo que BNPP frente a la 

hidrólisis alcalina: los valores de las constantes de velocidad de segundo orden para la hidrólisis 

alcalina (koH) a 25°C son 9.5 M,IS,I para PNPA 26 Y 5.8xlO,6 M,IS,I para BNPP 38 (ver 

Antecedentes). Debido a la mayor rapidez en la hidrólisis alcalina para PNPA, la contribución de 

la reacción espontánea a pH alrededor de 9 es muy grande para este sustrato en contraste con la 

hidrólisis de BNPP y MNPP para los que la hidrólisis espontánea no contribuye a la constante de 

velocidad observada en presencia de lantánidos, Fig.14.3a, b. 

Sorprendentemente, la velocidad de hidrólisis de PNP A catalizada por lantánidos es 

similar a la de BNPP y MNPP. Por esto se hizo un estudio más detallado de la reacción catalizada 

en presencia de La(III). La figura 14.6 muestra la dependencia de la constante de velocidad 

observada de primer orden para la hidrólisis de PNP A en presencia de La(I1I) 2 mM Y BIP 20 

mM corregida por la velocidad de la reacción espontánea. El perfil de pH con PNP A como 

sustrato es similar al observado para BNPP (Fig.l4.3a) y el ajuste de estos datos a la ecuación 

(14.1) muestra que en el intervalo de pH trabajado la mayor contribución a la velocidad 

observada se debe a las especies La(OH)2+ y La2(BIPMOH)i+ con constantes de velocidad de 

segundo orden de k l=0.37 M,IS,I y k3=0.092 M,IS,I. 
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De estos resultados podemos ver que en la hidrólisis de BNPP el OH- coordinado a La(III) 

tiene una reactividad más alta que la hidrólisis del OH- libre (k(LaOH)/k(OH)=4.4x 10\ pero 

para PNP A como sustrato, la coordinación con La(llI) solamente desactiva al OH" 

(k(LaOH)/k(OH)=0.039). Esta comparación muestra claramente que el efecto catalítico de los 

lantánidos en la hidrólisis de un éster de ácido carboxílico es el resultado solamente del 

decremento del pK" de las moléculas de agua coordinadas, que hace que los iones hidróxido estén 

disponibles a bajo pH aunque con una reactividad reducida intrínseca. En contraste, la catálisis de 

la hidrólisis de ésteres fosfato, involucra cierta activación del sustrato por el catión metálico. 
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15. Análisis del mecanismo de reacción en términos de correlaciones de 

Bmnsted y estabilización de estado de transición. 

El papel de los iones metálicos en el mecanismo de la hidrólisis de ésteres fosfato puede 

ser discutido en términos de tres efectos, los cuales tienen lugar en la primera esfera de 

coordinación del metal (activación directa):31 

(1) activación del sustrato como ácido de Lewis vía la coordinación de los 

oxígenos fosforilo al metal 

(2) activación del nuc!eófilo (OH- o RO) vía coordinación con el metal, lo cual 

lleva al nuc!eófilo a la proximidad del grupo fosforilo 

(3) activación del grupo saliente, que involucra un decremento en el pKa del 

alcohol como grupo saliente. 

Los efectos primero y tercero requieren posiblemente una alta acidez de Lewis del catión 

metálico, lo que concuerda con el hecho de que generalmente los complejos más activos son los 

de los cationes metálicos con carga más alta (ver secciones 5.10 y 5.11). Sin embargo, el segundo 

efecto requiere que el nuc!eófilo conserve su reactividad, que para los sitios de reacción "duros" 

como lo son el carbonilo y fosforilo, generalmente correlaciona con la basicidad de Bmnsted del 

nuc!eófilo. Por lo tanto, un decremento demasiado fuerte en el pKa del ácido conjugado del 

nuc!eófilo coordinado, puede desactivarlo considerablemente y por tanto debe existir un óptimo 

para la actividad catalítica. 

La basicidad del nuc!eófilo coordinado ha sido considerada como un factor importante en 

la reactividad de los hidroxocomplejos,71,128 y los resultados de este trabajo demuestran que 

existe una reactividad más alta de los complejos de lantánidos con hidróxidos más básicos. Por 

otro lado, ha sido demostrado que dentro de series de complejos de Co(lII) con diferentes aminas 

como ligantes la reactividad en la hidrólisis de BNPP varía dependiendo de la estructura del 

ligante por varios órdenes de magnitud, mientras que el pKa de la molécula de agua coordinada 

permanece constante. IO
,Il3 Por esto, la basicidad del hidróxido coordinado no puede ser el único 

factor que modula la reactividad, aunque tampoco puede ser ignorado. 
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Tabla 15.1. Constantes de velocidad de segundo orden (k) para la hidrólisis de BNPP y PNPA por 

hidroxocomplejos metálicos y valores de pK" de sus ácidos conjugados. (Fig.15.la, b) 

Complejo pI<. Substrato k (M-1s-1) T,oC Ref. 

I [Zn(Cyc1en)OHt 7.9 BNPP 2.1xI0·s 35 104 

2 [Zn(Cyc1en)OHf 7.9 PNPA 0.1 25 69 

3 [Zn(N-MeCyc1en)OHt 7.68 BNPP 5.2x 10-6 35 104 

4 [Zn(N-MeCyc1en)OHt 7.68 PNPA 0.047 25 69 

5 [Zn([12]aneNJ)OHt 7.3 BNPP 8.5x lO-s 35 104 

6 [Zn([ 12]aneNJ)OHf 7.3 PNPA 0.036 25 69 

7 [Zn2L 1 (OH)2]2+ 9.1 BNPP 1.15x 10-4 35 192 

8 [Zn2L 1 (OHh]2+ 8.64 PNPA 1.3 25 192 

9 [Zn2L1(OH)]J+ 7.08 PNPA 0.094 25 192 

lO [Zn2L2(OHh]2+ 9.38 BNPP 9.08x lO-s 35 192 

1 I [Zn2L2(OHh]2+ 9.07 PNPA 2.0 25 192 

12 [Zn2L2(OH)]J+ 7.52 PNPA 1.16 25 192 

13 [Zn2L3 (OHh]2+ 9.88 BNPP 5.4x lO's 35 192 

14 [Zn2L3(OHh]2+ 9.36 PNPA 3.5 25 192 

15 [Zn2L3(OH)]J+ 7.85 PNPA 0.35 25 192 

16 [ZnL4(OH)f 8.8 BNPP 1.31 x lO-s 35 192 

17 [ZnL5(OH)f 9.06 BNPP 5x lO-s 35 201 

18 [Zn2L5(OH)]J+ 6.94 BNPP 6x 1 0-6 35 201 

19 [Co([15]aneNs) (OH)]2+ 6.3 PNPA 9.3xlO-J 25 197 

20 [Co(NHJ)sOH]2+ 6.4 PNPA 1.52xlO-J 25 197 

21 [Cu(GlyGly)OHr 9.37 PNPA 0.21 25 200 

22 [La(OH)]2+ 9.33 BNPP 0.26 25 este trabaj o 

23 [La(OH)]2+ 9.33 PNPA 0.37 25 este trabajo 

24 [Pr(OH)]2~ 8.82 BNPP 0.26 25 este trabajo 

25 [Eu(OH)]2+ 8.58 BNPP 0.038 25 este trabajo 

26 [Dy(OH)]2+ 8.33 BNPP 0.81 25 este trabajo 

27 OR 15.7 BNPP 1.6x lO-s 37 38 

28 OR 15.7 BNPP 2.4x lO-s 35 104 

29 OH- 15.7 PNPA 9.5 25 69 



Ll: n=l, m=1 

L2: n=l, m=2 

L3: n=2, m=2 

L5 
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L4 

Comúnmente, la búsqueda de una interrelación entre la basicidad y la reactividad está 

basada en el análisis de la correlación de Bronsted entre los logaritmos de las constantes de 

velocidad y los valores de pKa de los ácidos conjugados de los nucleófilo. Estas correlaciones 

para las hidrólisis de PNP A Y BNPP catalizadas por Zn(II) han sido discutidas en términos 

cualitativos69 En esta sección se presenta un tratamiento cuantitativo para esta serie de datos 

extendida en datos para Zn(II) y se incluyeron a los lantánidos (III). Los datos empleados se 

muestran en la Tabla 15.l. 

Se ha demostrado la correlación de Bronsted con pendiente cercana a 1 para la ruptura de 

PNP A por nuc!eófilos orgánicos de diferentes tipos26 Los puntos de esta correlación general son 

un poco dispersos, pero cuando se consideran los nucleófilos solamente de un tipo, la correlación 

pasa a ser bastante buena. En particular, para los nuc!eófilos con oxígeno RO' la correlación de 

Bronsted está dada por la ecuación (15.1).196 

logk(Ro') = O.75pKa (ROH) -7.28 (15.1) 

---------------- ------ -----
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Un hecho interesante es que la constante de velocidad para la ruptura de PNPA mediante 

complejos [Co([15]aneN5) (OH)]2+ y [Co(NH3)sOHj2+ está cualitativamente en esta línea de 

correlación para los nuc!eófilos orgánicos.1 97 La Fig.15.1a muestra los resultados para la ruptura 

de PNP A con 13 hidroxocomplejos de Co(III), Zn(I1), Cu(II) y La(III), los cuales siguen la 

ecuación (15.2). 

10gk(M.oH') = 0.73pKa(M.OH,) - 6.68 (15.2) 

Los parámetros de la ecuación (15.1) son muy cercanos a los de la ecuación (15.2) y en 

ambos casos, el punto para el nuc!eófilo OH' se desvía fuertemente en sentido negativo de la 

línea de los nucleófilos RO' o M,OH'. 

El punto para La(OH)2+ ajusta muy bien para la dependencia de los hidroxocomplejos de 

otros metales. Por lo tanto vemos que respecto a la hidrólisis de PNP A el La(III) se comporta 

como otros cationes, los cuales solamente contribuyen a reducir el pKa de las moléculas de agua 

coordinadas haciendo del OH' un nuc!eófilo similar a los nucleófilos orgánicos con oxígeno sin 

ninguna activación del sustrato por el catión metálico. 

Los resultados para BNPP se muestran en la Fig.15.lb. Las constantes para tres complejos 

di nucleares de Zn(I1) con ligantes macrocíc!icos de estructuras similares muestran una pendiente 

positiva 192 (estos puntos están conectados entre sí por la línea continua en la Fig.15.1 b), pero 

considerando todos los datos disponibles para complejos de Zn(I1) uno puede ver que las 

constantes de velocidad para los hidroxocomplejos de Zn(Il) son similares a los de OH' indicando 

que la pendiente de Bronsted es cercana a cero. 

Esto significa que la pérdida en reactividad de OH' al coordinarse al metal es compensada 

en este caso por la activación sobre el sustrato como ácido de Lewis. Los resultados para 

lantánidos tienden a formar otra línea horizontal, pero a un nivel cerca de 104 veces mayor 

(nótese que las constantes dc velocidad para lantánidos están a 25°C pero las constantes para los 

complejos de Zn(II) están a 35°C). Parece, por lo tanto, que los cationes lantánidos producen un 

efecto adicional, comparados con Zn(II), aunque las variaciones en la acidez de Lewis de estos 

cationes es relativamente insignificante. 
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Fig.15.L Constantes de velocidad de segundo orden para la ruptura de (a) PNPAy (b) BNPP por 
los complejos metalo hidroxo en función del pI<" de sus ácidos conjugados. Los datos para PNP A 
son de las referencias 54 (complejos de Co(III), la y 30 (complejos mononuc1eares y dinuc1eares 
de Zn(ll) con ligantes macrocíc1icos), 58 (Cu(GlyGly)OH'), este trabajo (La(OH)2¡, y 50 (OH'), 
todos a 25°C. Los datos para BNPP son de las referencias 30, 31, 33, Y 59 (para los complejos de 
Zn(ll) y OH' a 35°C) y este trabajo (Ln(OH)'+ a 25°C). 
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Una discusión de la naturaleza del efecto de activación de los lantánidos en términos de 

las contribuciones de activación directa arriba descritas es dificil porque requiere del 

conocimiento detallado de los mecanismos de las etapas elementales de la reacción catalítica. Un 

enfoque mecanÍsticamente menos demandante, ampliamente usado en la intrepretación de las 

reacciones enzimáticas y modelos de estas reacciones,198 está basado en la estimación de las 

constantes de estabilidad de los complejos en el estado de transición. 

Las estructuras simplificadas 15-1 y 15-2 (R=4-nitrofenil) de los estados de transición 

para la hidrólisis alcalina de PNP A Y BNPP se muestran en el esquema 15.1. Como una 

aproximación a la estructura real del etado de transición aquÍ se usan las estructuras de los 

aductos tetra- y pentacoordinados respectivamente, los cuales son intermediarios de alta energía 

en las reacciones de hidrólisis alcalina de estos sustratos. 

Las constantes de velocidad conocidas para la hidrólisis alcalina y neutra de estos ésteres 

(ko = 5.5 x 10-7 sol para PNPA 26 Y 1.1 xlO- 11 
S-I para BNPP lO a 25°C) permiten estimar los 

valores de pKa de los ácidos conjugados en los estados de transición 15-1 y 15-2 (pK* a) de 

acuerdo con la ecuación (15.3): 199 

pK*a = log(kolkoH) + 14 (15.3) 

HO Me 
" .. ; 
)\ 

-O OR 

15-1 

pK,,(15-lH) = 6.8 

logK(La15-1 2+) = 3.26 

logK(Zn2L115-1+) = 4.50 

OR 
-O" I 

'P-OR 
-O"" I 

OH 

15-2 

pK,,(15-2H-) = 8.3 

logK(LaI5-2l = 9.32 

logK(Zn2LI15-2) = 5.58 

Esquema 15.1 

logK(LaOH2+) = 4.67 

logK(Zn2L10H) = 5.36 
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Los valores resultantes de pK * a dados en el esquema 15.1 muestran que los estados de 

transición para estas reacciones tienen basicidades semejantes. Siguiendo el mismo enfoque que 

para la derivación de la ecuación (15.3),199 es posible obtener fácilmente la expresión para la 

constante de estabilidad del complejo (K*MT) con el metal (M) en el estado de transición (T), la 

cual se refiere al equilibrio: 

M+T • • MT 

en la forma: 

10gK*MT = log(k(M,oH)/koH) + 14 - pK.(M-OH,) (15.4) 

Usando el valor de k" equivalente a k(M-OH') en la ecuación (15.4) para La(III) de la Tabla 

15.1 para BNPP y k l =0.37 M'IS'I para PNPAjunto con el valor dado de kOH para estos sustratos 

uno obtiene la constante de estabilidad para los complejos de La(IlI) en el estado de transición 

con los sustratos 15-1 y 15-2 dados en el esquema 15.1. Este esquema muestra además las 

constantes de asociación para 15-1 y 15-2 con el complejo dinuclear de Zn(Il) [Zn2Ll(OH)]3+ (en 

donde Ll es un éter azo-corona) las cuales corresponden al complejo [Zn2Ll(OH)2]2+, que es el 

complejo de Zn(II) que tiene la reactividad más alta en la hidrólisis de BNPP entre todos los 

complejos reportados para Zn(Il) hasta la fecha. (Las constantes de velocidad para la hidrólisis de 

BNPP y PNPA para [Zn2L1(OH)2]2+ son iguales a 1.15xlO-4 y 1.3 M'IS'I a 35°C y 25°C 

respectivamente, los valores de pK. de los ácidos conjugados son de 9.1 y 8.64 a 35°C y 25°C 
• ) 192 respectIvamente. 

En términos de la ecuación (15.4) para este sistema se considera [Zn2Ll(OH)2]2+ = M-OH 

Y [Zn2Ll(OH)]3+ = M-OH2. Para comparación, en el esquema 15.1 se incluyen también las 

constantes de asociación de La(III) y [Zn2L1(OH)]3+ con OH' a 25°C. La constante para el estado 

de transición de 15-1 con el complejo de Zn(Il) es mayor que para La(III) en concordancia con la 

mayor afinidad del primero hacia el OH'. Como era de esperarse, para ambos metales, la afinidad 

para la estructura menos básica 15-1 es menor que para OH'. Con el estado de transición 

dianiónico 15-2 para ambos metales las constantes de estabilidad llegan a ser mayores que con el 

monoanión 15-1, pero para Zn(Il) el incremento en K*MT es solamente de lO veces mientras que 

para La(III) es del orden de 106 veces. Una razón posible para esta diferencia es que el dianión 

15-2 en contraste con el monoanión 15-1 puede interactuar como un ligante bidentado, pero con 

un tamaño de anillo quelato muy pequeño, lo cual favorece a los metales de mayor tamaño.61 
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A diferencia de la reactividad estero lítica y fosfoesterolítica de los hidroxocomplejos 

metálicos, para los que el ion metálico tiene un papel fundamental en la activación del sustrato, la 

contribución principal del incremento en la reactividad esterolítica frente a PNP A observada para 

iones oximato como nucleófilos, proviene del decremento del pI<" de la oxima inducido por 

coordinación con iones metálicos: la fracción del nuc!eófilo coordinado es mayor a valores de pH 

cercanos a la neutralidad respecto a la reactividad de las oximas libres. 

El análisis en términos de Bmnsted de la reactividad de iones oximato en la ruptura de 

PNPA muestra que para los iones oximato libres y coordinados (Fig.15.2) cuyos valores de pKa 

son menores a 8, es similar: existe una fuerte relación entre su basicidad y su nucleofilia denotada 

por una pendiente cercana a 1 en estas coordenadas. Esto se debe a que el pKa de las oximas 

libres disminuye fuertemente por coordinación y desplaza al ion oximato libre de la zona de 

nivelación en reactividad, hacia la zona dependiente del pH. 
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Fig.15.2. Constantes de velocidad de segundo orden de la ruptura de PNPA por aniones oximato 
libres y coordinados en fimción del pK. de sus ácidos conjugados. Los cuadrados vaCÍos son los 
datos para oximatos libres de la figura 3.1 Y la línea contínua muestra la tendencia de estos valores. 
Los datos de los complejos oximato son de la tabla 15.2: los triángulos rellenos son los complejos de 
Cu(II) y Zn(II) con los ligantes 15-3 a 15-6, los triángulos vaCÍos son los ligantes 15-3 y 15-4, Y los 
CÍrculos rellenos son los complejos con elligante 15-7. 
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Es importante mencionar que para nucleófilos coordinados pertenecientes a una misma 

familia de oximas también se observa una contribución adicional a la reactividad, de 1-2 órdenes 

de magnitud, que no se deben a la disminución del pI(" de la oxima. La naturaleza de esta 

reactividad, superior a la del oximato libre, posiblemente es la suma de una contribución debida 

al ligante (efectos electrónicos y restricciones geométricas)84 y a la interacción del ion metálico 

con el sustrato en el estado de transición (Esquema 9.2).183 En la figura 15.2 se muestran estos 

efectos como desviaciones positivas de la reactividad de los iones oximato no coordinados 

(puntos conectados por la línea continua). Hay que mencionar que la suma de estas 

contribuciones también puede dar lugar a un efecto negativo (puntos conectados por línea 

discontinua) respecto a la reactividad de oximatos libres. 

Tabla 15.2. Constantes de velocidad de segundo orden (k) para la hidrólisis de PNP A por aniones 

oximato libres y coordinados y valores de pI(" de sus ácidos conjugados de Ref.84. (Fig.15.2) 

Complejo oximato a pI(" k2 M·1s·1 

Cu 15-6 3.2 0.003 

Cu 15-3 3.5 0.2 

Ni 15-3 6.1 6.5 

Ni 15-4 6.2 0.46 

Ni 15-6 6.5 0.1 

Zn 15-4 6.5 9.4 

Ni 15-5 6.9 0.2 

Zn 15-3 7.0 200 

Zn 15-6 7.7 2.5 

Zn 15-5 7.8 7.1 

15-3 10.8 22 

15-4 11.1 45.2 

Zn 15-7 b 6 53.5 

Pb 15_7 b 6.5 207 

Mn 15-7 b 7.0 283 

Cd 15-7 b 7.1 518 

a Ver estructuras 15-3 a 15-7 en la página siguiente 

b Ref.183, Tabla 9.1 



138 Resultados y discusión 

Estructuras de la tabla 15.2 

15-3 15-4 

f)y M A-N I N 
/NH N .... 

OH 
/NH N .... 

OH HO/N N .... OH 

15-5 15-6 15-3 
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16. Ruptura de ADN superenrollado 

Como se expuso en las secciones 9 y 14, se encontró que los sistemas OXDAPIM(Il) y el 

sistema BTP-Ln(lII) tienen una gran reactividad fosfodiesterolítica, por lo tanto se consideró que 

podían ser aplicados en la ruptura de uno de los fosfodiésteres más estables que se conocen, el 

ácido desoxirribonucléico (ADN). 

Se trabajó con el plásmido pcDNA-3 que funciona como vector de expresión en células 

eucariontes y que es un ADN circular de alrededor de 5.4 Kb para el que aproximadamente el 

70% se encuentra en forma superenrollada y el restante 30% está repartido entre sus formas lineal 

y circular (esquema 16.1). La ruptura de una hebra del ADN superenrollado (ADNSE), permite 

que la molécula de ADN pase a una forma más relajada circular (ADNREL); la ruptura de dos 

hebras del ADNREL lo lleva a la forma lineal de dos hebras. Estas tres formas de dos hebras tienen 

diferente velocidad de desplazamiento electroforético en los geles de agarosa: la forma 

superenrollada se desplaza más rápidamente seguida de la lineal y finalmente la forma relajada 

circular, lo cual permite su separación, identificación y cuantificación. La ruptura de ADN lineal 

de dos hebras produce fragmentos (también lineales de una y dos hebras) que ticnen pesos 

moleculares mucho menores y su desplazamiento puede ser tan rápido a través de los geles, que 

raramente siempre es posible observar estas bandas mediante una electroforesis simple. 

ADNsE ADN relajado circular (ADNRELl 

Esquema 16.1 

dos hebras una hebra 

ADN lineal 

Para obtener el plásmido pcDNA-3, se rompieron bacterias transformantes de Escherichia 

coli clonadas en donde se había multiplicado este plásmido, se separó la fracción de ácidos 

nucléicos y ésta última se purificó mediante procedimientos estandarizados (QUIAGEN Plasmid 

Purification System, cromatografia en columna). Se obtuvieron aproximadamente ISO flL de 

ADN purificado que constituyó la muestra patrón a partir de la cual se realizaron todos los 

experimentos. 
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El ADN de la muestra patrón se cuantificó mediante espectroscopía UV -visible midiendo, 

en una muestra diluida -1 :400 de la disolución original, la relación de la intensidad de absorción 

de dos diferentes bandas para proteínas: una a 260 nm en donde predominantemente se observan 

ácidos nucléicos y otra a 280 nm donde aparecen varias clases de proteínas; de esta forma, se 

puede saber qué proporción de la fracción purificada contiene ácidos nucléicos. La relación que 

se emplea para cuantificar el ADN es: 202 

Abs (¡aClo!..dilucion) = f.ig.AD!f 
260 20 ¡.JL 

De acuerdo a la purificación lograda, se considera que el ADN obtenido tiene una 

I . 202 exce ente pureza SI: 

Abs260ADN _ ~ 1.8 
Abs280 proleinas 

Los resultados obtenidos de este análisis para la muestra patrón de ADN fueron A2GO = 

0.0929, A280 = 0.0682, lo que permite estimar una concentración de 1.86 ¡.¡g/¡.¡L de ADN con una 

relación de pureza media (1.36). 
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Fig. 16.1. Cuantificación de pcDNA-3 patrón: Concentración = 1.86 ¡.¡g/¡.¡L, Pureza = 1.36, 
A"o = 0.0929, A280 = 0.0682. 
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Los experimentos para medir la hidrólisis de ADN se realizaron en exceso de metal y 

ligante respecto a la concentración del sustrato. Una muestra típica se preparó de la siguiente 

forma. Se colocaron 20 ¡.tL de disoluciones con pH ajustado que contenían OXDAPfM(I1) (10 Y 

10 mM respectivamente, Tris como amortiguador) o BTPfLn(III) (18.6 y I a 12 mM 

respectivamente) en tubos eppendorfy al iniciar una corrida, se les adicionó 1.5 ¡.tL del pcDNA3 

diluido de forma que la concentración de plásmido en cada muestra fue de ca. 2 x 10.4 mM. Se 

incubaron series de ocho muestras a temperatura constante, y a diferentes tiempos (O, 20, 40, 60, 

120 Y ISO min) fueron congeladas (-20°C) para inhibir su hidrólisis. En estas series se incluyeron 

dos muestras control (20 ¡.tL de amortiguador al mismo pH con 1.5 ¡.tL de ADN diluido) que se 

incubaron O y ISO min para comprobar que en ausencia de complejos el ADN no sufre deterioro 

por efecto de la temperatura. 

Las diferentes formas de ADN se separaron mediante electroforesis para cuantificarlas. La 

separación electroforética se hizo en una minicámara horizontal (Horizon 58 de GIBCO, BRL. 

para geles de aproximadamente 8 x 5 cm) con una fuente de voltaje Bio-RAD PowerlP AC 3000. 

Las muestras se corrieron en geles de agarosa al 1 % (las cadenas de agarosa forman fibras 

helicoidales y como geles pueden emplearse como mallas moleculares tridimensionales cuyos 

diámetros varían entre 50-200 nm); la agarosa al 1% permite separar fragmentos de ADN de 250 

a 12,000 pares de bases. Los geles contenían 0.5 ¡.tLflOO mL de una disolución de bromuro de 

etidio 10 mgfmL como indicador fluorescente. El bromuro de etidio se intercala en la molécula 

de ADN y permite determinar mediante fluorescencia el ADN (Esquema 16.2). 

OH 

,--.....,, ___ 0 
. '- .~ 

D-galactosa L-galactosa 3,6-anhidro 

Agarosa Bromuro de etidio 

Esquema 16.2 



142 Resultados y discusión 

Al depositar las muestras de ADN en los pozos del gel se usó el indicador azul de 

bromofenol al 0.25% para teñir el ADN. Este último indicador cumple dos funciones 

importantes: por un lado simplifica el proceso de cargado del gel, ya que es notoriamente visible 

si la muestra de ADN permanece en el pozo del gel o se disuelve en el amortiguador, y por otro 

lado incrementa la densidad de la muestra de ADN para asegurar que sea depositada en el pozo 

del gel. Además, el azul de bromofenol no interfiere con el desplazamiento del ADN ya de que 

migra en los geles de agarosa en amortiguador TBE (Tris, ácido bórico, EDT A) 

aproximadamente a la misma velocidad que el DNA lineal de doble cadena de -300 bp;202 esto 

implica que generalmente ha recorrido todo el gel y se ha incorporado a la disolución del 

amortiguador para cuando aparece como banda el ADN que se desea observar. 

Para preparar los geles de agarosa y como disolución amortiguadora en electroforesis se 

empleó amortiguador TBE IX (Tris 100 mM, áeido bórico 90 mM Y EDTA 1 mM). Las corridas 

de electroforesis se realizaron a pH 8.4. Los geles obtenidos se fotografiaron (Película Polaroid 

Polaran 667 ISO 3000) sobre un transiluminador de luz ultravioleta (254 o 366 nm) para registrar 

la fluorescencia del ADN, esquema 16.3. Posteriormente las fotografias de los geles se 

digitalizaron con un eqUIpo AMBIS/Fotodyne con el fin de cuantificar las bandas de los 

diferentes tipos de ADN. 

SUjetador de pellcula 
_--- PoIaroid 
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---:;-.... / 
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_~'-"':" :_ -- -- ---- ~ :-" -- ...... ~-- Lámpara UV 

Esquema 16.3 

Las condiciones de concentraciones de agarosa, bromuro de etidio, concentración de 

sustrato pcDNA, amortiguador para el gel de electroforesis, así como los factores de intensidad 

de corriente y tiempo de corrido electroforético, fueron optimizadas al inicio de este estudio, de 

forma que se obtuvieran bandas definidas en tiempos de -2 horas, con el nivel adecuado de 

fluorescencia necesario para lograr buenas fotografias y cuantificación de los fragmentos de 

ADN en los geles. 
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Los geles muestran cambios en la intensidad de las bandas de ADN en [unción del 

tiempo, en particular la banda de ADNsE (banda inferior Fig. 16.2) experimenta una disminución 

en la intensidad de fluorescencia de inicial, y la banda de ADNREL un incremento, mientras que la 

banda del ADN control permanece inalterada. Esto muestra que existe una ruptura de la forma 

superenrollada en [unción del tiempo. 

Fig.16.2. Fotografia de gel de electroforesis. Cada carril vertical muestra dos tipos de ADN: en la 
banda superior la forma relajada (ADNREL) y en la banda inferior la forma superenrollada (ADNSE)' 

En secuencia horizontal se observa la misma muestra de DNA a diferentes tiempos de incubación 
en presencia de BTP 18.6 mM, Lalll 4.65 mM. De izquierda a derecha: O min, 20 min, 40 min, 60 
min, 120 min y ISO min, y en la extrema derecha los controles de ADN en H,O y en amortiguador 
incubados por ISO min a 37°C. 

La digitalización de esta disminución en la intensidad de fluorescencia para una misma 

banda de ADN permite su cuantificación en forma de histograma, Fig.l6.3, empleando en el 

equipo AMBIS el programa RFLPscan® 1994 de Scanalytics. Es importante mencionar que el 

empleo de esta forma de cuantificación de ADN requiere de bandas muy claras y bien separadas 

en los geles. 

La ruptura de ADNSE en presencia de los complejos de iones metálicos con OXDAP se 

estudió a 37°C en presencia de la mezcla 1: l de 10 mM de sal metálica y del ligante a pH 

7.0.Para Ni(I1), Co(II), Zn(lI) y Cd(lI) las constantes de velocidad fueron <lxIO'ó, <lxI0·6
, 

1.5xlO·ó, 8x10'ó S·1 respectivamente. En el caso de Cu(II) se observó la ruptura muy rápida 

(kobs> 10.3 s'\ sin embargo la ausencia de actividad catalítica del complejo Cu(II)-OXDAP en la 

hidrólisis de BNPP indica que en esto caso la ruptura es del tipo oxidativo. Así, la actividad de 

Jos complejos de OXDAP es del orden observado para algunos complejos de Cu(Il) y Co(IlI) 

menos activos, ver Tabla 16.2. 
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Fig. 16.3. Ejemplo de digitalización de las fotografias de los geles. Las bandas del ADNSE Y 
AONREL fueron cuantificadas a partir de imágenes fotográficas generándose curvas del % de 
densidad de cada una de las bandas. 

Para el sistema BTP/Ln(III) fue posible obtener las constantes de velocidad observadas a 

partir de los porcentajes de ADNSE Y ADNREL circular en función del tiempo. Los datos de las 

curvas cinéticas obtenidas para ADNSE se ajustaron a ecuaciones integrales de primer orden (Fig. 

164). 
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Fig. 164. Hidrólisis de ADNSE en presencia de La(III) 9.3 mM, BTP 18 mM, 37°C. 
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Se estudió la dependencia de la concentración de La(I1I) en presencia de BTP a pH 8.5. 

Las constantes de velocidad observadas de primer orden se resumen en la tabla 16.1. 

Tabla 16.1. Hidrólisis de ADN en presencia de 

BTP-La(I1I), (BTP 18.6 mM, T= 37° C y pH=8.5) 

[LaY
] mM kobs (s·') 

1.86 3.25 x JO-4 

4.65 3.20 x JO 

6.5 3.37 x 10-4 

7.9 3.32 x JO-4 

De los experimentos anteriores resulta claro que existe una ruptura del ADNSE por los 

complejos de BTP/Ln(I1I). Sin embargo, no se observa una dependencia del metal en el rango de 

2-8 mM, por lo que puede suponerse que se satura rápidamente (Fig.16.5, cuadrados vacíos). 

Otro aspecto que llama la atención es que como la ruptura no es específica, se esperaría que se 

formaran fragmentos de varios tamaños. Sin embargo, en estas condiciones solamente se observa 

la desaparición de la banda del ADNSE y la aparición de una forma más relajada, ADN REL en 

función del tiempo. 
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) 
4.0x10" 
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Fig.16.5. Dependencia de la concentración de La(Ill) en la hidrólisis de ADN en presencia de BTP 
(BTP 18.6 mM, pH=8.5, 37°C). Electroforesis con EDTA I mM (cuadrados abiertos), EDTA lO 
mM (cuadrados rellenos). Las líneas punteadas representan la tendencia de los datos. Las constantes 
son promedios de 4 valores y la desviación estándar es ~ 10%. 

Debido a que el ADN es un poli anión de fosfatos, hay altas probabilidades de que los 

cationes metálicos empleados para su ruptura se coordinen a la molécula. Como los fragmentos 
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más grandes de ADN tienen más grupos fosfato, resulta lógico pensar que la coordinación de 

algunos iones metálicos no afecta sus propiedades de carga mediante la cual se desplaza a través 

del gel, sin embargo, por la misma razón esta situación afectaría en mayor proporción a los 

fragmentos pequeños de ADN lineal que pudieran formarse de la hidrólisis neutralizándolos 

parcialmente e impidiéndoles desplazarse a través del gel. 

Por esto, para tratar de observar la presencia de ADN lineal, y comprobar el grado de 

ruptura que se logra con el sistema BTP/Ln(IlI), se incrementó la concentración de EDT A del 

amortiguador hasta 10 mM con el fin de acomplejar los cationes metálicos adicionados, y se 

cambió el voltaje al correr el gel para permitir que el ADN lineal apareciera en el gel. Se 

comprobó que la adición de EDTA al amortiguador TBE IX empleado no le confiere ninguna 

actividad hidrolítica ni afecta la separación de las bandas antes observadas en los geles a valores 

de pH entre 8.3-8.5. 

Este cambio permite la separación de la tercera forma de ADN y en consecuencia, se 

aprecian más claramente las otras dos bandas de ADN: superenrollado y circular. (Fig.16.5, 

cuadrados rellenos, Fig.16.6). 

...... ' ... _---- .. - .......... . 

...... '~m¡;¡·¡ 

Fig.16.6. Gel de electroforesis corrido en amortiguador TBE IX con EDTA \O mM. Cada carril 
vertical muestra tres tipos de ADN: en la banda superior el circular, en la banda de en medio el 
lineal y en la banda inferior el ADN superenrollado. En secuencia horizontal se observa la misma 
muestra de ADN a diferentes tiempos de incubación en presencia de BTP 18.6 mM, La(III) 7.9 
mM. De izquierda a derecha: control, O min, 20 min, 40 min, 60 min, 120 min y 150 mino 

Los resultados de la dependencia de la concentración de La(IlI) realizados bajo estas 

condiciones muestran resultados muy diferentes (37°C, pH 8.5,18.65 mM BTP, lO mM EDTA). 

La tendencia observada en la curva, pese a la dispersión de los datos, muestra un orden mayor a I 

respecto al metal. Se observó un comportamiento similar con Y(I1I) en la cinética de hidrólisis de 
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BNPP (sección 11.1). Debido a que las muestras de ADN se incubaron de la misma forma que las 

anteriores, y la diferencia encontrada se debe a la forma de realizar las electroforesis de las 

muestras, es posible que este efecto se deba a que el ADN lineal estaba migrando a la misma 

velocidad que el ADNsE Y no permitía una separación adecuada de las bandas, y por lo tanto una 

cuantificación digital correcta ya que esta última considera el total de la intensidad de banda 

inicial como 100% de ADNSE. 

Los valores de las constantes de velocidad observadas de primer orden de este trabajo, 

_10.4 S-l, son comparables con las de los mejores sistemas reportados para ruptura de este tipo de 

ADN en sistemas con complejos (Tabla 16.2), por lo que podemos decir que nuestro sistema 

tiene una muy buena reactividad frente a ADNsE. 

Tabla 16.2. Hidrólisis de ADN superenrollado catalizada por complejos." 

Sistema Hidrólisis de Condiciones Ref. 
ADNSE kobs (S-I) 

sin catálisis ::; 10-" 44 

[(en)zCo(OH)(OH2W « lO-u pUC9 23i-!M, complejo 1 mM, 206 
37°C, pH 7.6 

[( ciclen)Co(OH)(OH2»)" 1 x 10-' pUC9 23i-!M, complejo 1 mM, 206 
37°C, pH 7.6 

[(tamen)Co(OH)(OH2»)"T 5 x 10-' pUC9 23i-!M, complejo I mM, 206 
37°C, pH 7.6 

[Cu([9]aneN)Ch] - 1.4 x 10-' o plásmido pBluescript 11 ks( -), 95 
SO°C, pH - 7.0 207 

Eu(IIl) 7 x 10-' ADN plasmídico, Eu(I1I) 2.5 mM, 131 
37°C, pH 7.0 

Eu(lIl)/glicerol -2 x 1O~ ADN plasmídico, Eu(I1I) 0.5 mM, l3l 
glicerol 5 mM, 37°C, pH 7.0 

BTP-La(IlI) 3.3 x lO" pcDNA, La(I1I) 8 mM, BTP 18.6 e 

mM, 37°C, pH 8.5 
cis,cis-I,3,5-triamino 1.2 x 10-0 " fago ~x174 RFI (ADN), pH 8.1, 
cic1ohexano Cu(I1) 35°C 
Neamina-Cu(I1) 5.1 x 10~e pT7-7 (ADN), complejo 0.2 mM, 

pH 7.3, 35°C. 
n Constantes de veloCIdad observadas en exceso de complejO sobre el ADNSE como sustrato. 
b Estimada del tiempo de vida media 
e Este trabajo 

207 

208 

d Probablemente hay una contribución notable de la ruta oxidativa ya que el complejo reportado tiene muy 
baja reactividad catalítica en la hidrólisis de (2,4-dinitrofenil)etil fosfato. 
, Calculada como kab,' a saturación (V ma,) de una curva tipo Michaelis-Menten. 
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Para obtener evidencia de las especies esterolíticamente activas, presumiblemente los 

hidroxocomplejos de lantánidos(lII) con BTP, se hicieron varios intentos por estudiar la 

dependencia de la constante de velocidad observada en función del pH (La(III) 1.86 y 4.65 mM, 

BTP 18.6 mM, pH 8.5, 37°C). Desafortunadamente no fue posible realizar la cuantificación del 

ADN en geles electroforéticos de los experimentos realizados variando el pH, ya que al cambiar 

el pH las propiedades eléctricas de la disolución se modifican; esto causa que la migración del 

ADN en el gel no sea homogénea e impida la resolución de las bandas. En la figura 16.7 se 

muestra el ejemplo de un gel de electroforesis para el que las muestras se trabajaron a las mismas 

condiciones de la figura 16.2 pero a pH 9.1. 

Fig.16.7. Ejemplo de hidrólisis de ADN en presencia de BTP 18.6 mM Y Lalll 4.65 mM a pH 9.1. 
De izquierda a derecha: control a O min, O min (no se observa), 20 min, 40 min, 60 min, 120 min, 
150 min y control incubado 150 min (ADN control: BTP 18.6 mM a pH 9.1) 

Otro parámetro importante del sistema es la energía de activación observada que nos 

permite comparar con otros sistemas el proceso de hidrólisis y nos da el comportamiento térmico 

del sistema. En presencia de lantano (III) y BTP se estudió la dependencia de la constante 

observada de primer orden respecto a la temperatura (Fig.16.8). Se encontró una tendencia 

esperada ya que se incrementa conforme aumenta la temperatura: a 25.0 oC kobs= 8.2 X 10.5 
S·I, a 

37.0°C kobs= 3.0 x 10-4 S·I y a 70.0°C kobs= 4.8 X 10-4 S·I (BTP 18.6 mM, La)+ 4.65 mM y 

pH=8.5). Esta dependencia permitió estimar, dentro de un error del ±30%, la energía de 

activación para el proceso en 30 KJ/mol. Este valor es cercano al valor encontrado, con este 

mismo sistema, para el fosfodiéster BNPP (55 KJ/mol)209 y concuerda con el hecho de que el 

ADNsE es un sustrato activado.67 
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Fig.16.8. Dependencia de la temperatura en la hidrólisis de ADN por el sistema BTPlLa(III) (BTP 
18.6 mM, La3

+ 4.65 mM Y pH=8.5). La línea sólida representa el ajuste líneal para estos tres puntos. 
Las constantes son promedios de 4 valores y la desviación estándar es -30%. 

También se observó un efecto catalítico en la hidrólisis de ADN en presencia de otros 

lantánidos para el sistema BTP/Ln. La comparación para diferentes lantánidos (BTP 18.6 mM, 

Ln(IIl) 4.65 mM, 37°C, pH 8.5, Fig.16.9 a-d) muestra la misma tendencia en las constantes de 

velocidad observadas para el sustrato sintético BNPP. Los valores de las kob, relativas para 

algunos de estos metales son: 
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Fig.16.9. Hidrólisis de ADN en presencia de BTP 18.6 mM Y Ln(III) 4.65 mM a 37°C, pH 8.5. (a) 
Eu(Ill), (b) Nd(III), (e) Pr(III) y (d) La(III). 

En estos experimentos, se comprobó que existe una reactividad de los sistemas 

OXDAPIM(II) y BTPlLn(III) frente a ADN superenrollado, y que para este sustrato es más 

efectiva la hidrólisis con el segundo sistema. Vale la pena hacer notar que las reactividades 

catalíticas logradas son comparables a las mejores encontradas en la literatura. También se 

observó que el orden respecto al metal es mayor que 1, implicando posiblemente la participación 

de 2 o más hidroxocomplejos, y fue posible calcular la energía de activación del sustrato a estas 

condiciones, que es ligeramente inferior a la medida para BNPP. 

Finalmente, debido a que la reactividad de los sistemas estudiados en estas tesis es 

suficientemente alta, vale la pena hacer estudios más detallados empleando dinucleótidos, ya que 

tienen constantes de hidrólisis más representativas de los enlaces fosfodiéster del ADN67 
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CONCLUSIONES 

1. La hidroxilamina funciona como un a-nucleófilo respecto a la ruptura de fosfodiésteres en 

su fonna aniónica, sin embargo no se logró la cooperación de este nucleófilo con iones 

metálicos. 

2. Los complejos de 2,6-diacetilpiridíndioxima con iones metálicos (Mn(Il), Co(Il), Ni(II), 

Cu(II), Zn(II), Cd(II), Hg(II), Pb(II), Pr(III» muestran una alta reactividad estero lítica 

atribuida a la nucleofilia del grupo oximato coordinado. Se mostró que existe una correlación 

no-lineal entre la basicidad y la nucleofilia de oximatos coordinados. La ruptura de ésteres 

carboxílicos transcurre de fonna catalítica respecto al complejo oximato. La etapa de 

acilación detennina la rapidez del proceso. 

3. En el caso de los complejos de 2,6-diacetilpiridíndioxima con cationes de Cd(II), Mn(Il) y 

Pb(Il) hay una notable contribución del catión en la estabilización del estado de transición de 

acilación del oximato coordinado. La actividad del complejo de Cd(Il) en la hidrólisis de 

4-nitrofenil acetato es solamente 5 veces menor que la actividad de la quimotripsina (una 

enzima hidrolítica cuya actividad tradicionalmente se usa como referencia para "esteras as" 

artificiales): las constantes velocidad de segundo orden son 520 y 2800 M-1s-1 para el 

complejo de Cd(Il) y la enzima respectivamente. 

4. Los complejos oximato antes mencionados tienen reactividad fosfodiesterolítica, pero 

únicamente a temperaturas elevadas. 

5. De los ligantes aminoalcohólicos con lantánidos(Ill) se seleccionó BisTris propano (BTP) 

para estabilizar estos cationes en disoluciones débilmente básicas. Mediante técnicas de 

titulación potenciométrica, lH RMN y ESI-MS se estableció que los lantánidos fonnan con 

BTP una serie de hidroxo complejos binucleares de composición general Ln2(BTP)z(OH)n6-n, 

donde n=2,4,5 o 6, y que Y(IlI) fonna una serie de complejos parecidos de estequiometría 

y 2(BTP)(OH)n 6-n. 
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6. La reactividad fosfodiesterolítica de los complejos de BTP con lantánidos (I1I) e Y(IlI) se 

ubica entre las más altas reportadas a la fecha. Estos sistemas permiten hidrolizar sustratos 

sintéticos y ADN a temperatura ambiente. La cinética de hidrólisis es de primer orden 

respecto al metal para los sustratos sintéticos y de tipo Michaelis-Menten para ADN. 

Empleando concentraciones milimolares de los complejos los tiempos de la vida media de los 

sustratos se reducen de cientos de años a un intervalo entre 5 min y 1 hora. Los estudios 

cinéticos realizados permitieron determinar las constantes de velocidad de segundo orden para 

la hidrólisis de BNPP para cada una de las especies que se presentan en disolución. 

7. La eficiencia de los complejos de BTP con lantánidos (I1I) e Y(I1I) en la hidrólisis de 

fosfomonoésteres es del mismo orden de magnitud que en la hidrólisis de fosfodiésteres, pero 

la cinética es de tipo Michaelis-Menten. Con fosfotriésteres y ésteres de ácidos carboxílicos la 

eficiencia es notablemente más baja aunque estos dos sustratos están más activados. El 

enonne efecto catalítico sobre los fosfodiésteres se atribuye a la estabilización adicional del 

estado de transición, probablemente por formación de un quelato entre estos cationes 

trivalentes y el fragmento "O-P-O". 
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ANEXOS 

A 1. Modelos cinéticos 

A1.1. Modelo cinético de hidrólisis sucesivas para BNPP. 

Bajo algunas condiciones de reacción el perfil de absorbancia vs. tiempo para la hidrólisis 

de BNPP se desvía de una curva cinética de primer orden: para reacciones lentas es lineal aunque 

se ha formado irreversiblemente más del 50% de un equivalente de nitrofenolato, y para 

reacciones más rápidas la curva cinética llega a un valor constante de absorbancia al tiempo 

"infinito", sino que se observa un gradual aumento. Debido a que la formación de nitrofenolato a 

partir de la ruptura de BNPP no es un proceso reversible, no se observa ningún precipitado y el 

pH se mantiene constante durante toda la reacción, resulta lógico buscar otro de modelo que 

describa estos perfiles. 

La hidrólisis (otal de BNPP produce dos equivalentes de nitrofenolato (NP') pero debido a 

que la ruptura del primer grupo éster para el fosfodiéster BNPP produce un fosfomonoéster, la 

constante de velocidad e incluso el mecanismo mediante el cual transcurren la primera y segunda 

ruptura pueden ser diferentes. Considerando esto, se planteó el siguiente esquema de reacción: 

k1 S --'-+. NP' + X 

X 
k 2 --=-... NP' + Productos 

en donde S es el sustrato, BNPP, Y X es el intermediario formado después de la pnmera 

liberación de nitrofenolato. En este esquema, si k2» k¡ el intermediario X no se alcanza a 

acumular, y la curva cinética observada es de primer orden (n=2 para BNPP): 

(A1.l) 

Sin embargo si k2 - k¡ la velocidad de formación del segundo equivalente de nitrofenolato 

depende de la concentración del intermediario X, que al inicio de la reacción es cero, y cuya 

acumulación depende de la relación entre las constantes k¡ y k2• 

'd[NP-] = k [xl 
di 2 

(A1.2) 
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y la ecuación cinética para este segundo nitrofenolato sería: 

(A 1.3) 

Por lo tanto la concentración total del nitrofenolato, observada en todo momento, debe 

corresponder a la suma de ambas reacciones: 

(AI.4) 

reordenando los términos en los paréntesis, y usando un denominador comun: 

[NP-] = [S] {2 + (2k2 - k,)e-k" - k,e-k"} 
total o k _ k 

, 2 
(A1.6) 

En el límite cuando k2»k, para la ecuación A1.6, obtenemos la ecuación A1.1 con n=2. 

Finalmente, sustituyendo la concentración de nitrofenolato en la expresión de la absorbancia para 

la curva de A vs. t y considerando que la absorbancia a tiempo infinito, corresponde a la 

concentración total de sustrato por el coeficiente de absortividad molar del nitrofenolato a un pH 

dado, A", = ENP-¡Slo tenemos: 

(7.1) 

La figura Al.! muestra un ejemplo comparativo entre los ajustes con las ecuaciones AI.I 

y A1.7. 
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Fig.A 1.1. Curvas cinéticas para la hidrólisis de BNPP a 25°C. (a) OXDAP 10 mM Y Cd(ll) 10 mM 
a pH 8.0. (b) BTP 20 mM, Y(Ill) 2.7 mM a pH 8.5. La línea continua muestra el ajuste al modelo 
cinético de hidrólisis sucesivas, ecuación (7.1). La línea punteada muestra el ajuste a la ecuación 
A1.1. 

A1.2. Modelo cinético tipo Michaelis-Menten 

Michaelis y Menten desarrollaron el primer tratamiento matemático satisfactorio del 

efecto de la concentración del sustrato en la velocidad de una reacción catalizada 

enzimáticamente; este tratamiento incorpora el concepto de la formación de un complejo enzima

sustrato. Los esquemas cinéticos que asumen la formación reversible de un intennediario 

catalizador-sustrato, seguidos de una descomposición de primer orden del complejo hacia el 

producto, dan ecuaciones cinéticas tipo Michaelis-Menten. 

Considerando este esquema de reacción: 

k, 

M +S ) MS 
( k_1 

k¡ ) P+M (Al.7) 

donde M es el metal o catalizador, S el sustrato, MS el complejo metal-sustrato y P el producto 

que se forma. La velocidad de formación del producto está definida como 

(Al.8) 

y la velocidad de formación del complejo como: 

(Al.9) 
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Asumiendo un estado estacionario para MS 

(ALlO) 

por lo tanto 

o bien 

(AI.l1) 

De los balances de masa para el sustrato y para el metal tenemos: 

[S]r = [S]+ [MS] (AI.12) (AI.I3) 

en donde los [S]r y [Mh representan las concentraciones totales. Despejando la [MS] de la 

ecuación AI.12 y substituyéndola en AI.11 

(A1.I4) 

En este trabajo se empearon siempre en condiciones de exceso de metal y de ligante sobre 

el sustrato, [M] »[S], por lo tanto se puede considerar que 

(A 1.1 5) 

Introduciendo AI.15 en AI.14 y rearreglando: 

(A1.I6) 
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Ahora bien, la constante de Michaelis se define como: 

(A1.l7) 

y al sustituírla en A 1.16 Y rearreglando la expresión, tenemos 

(A1.l8) 

Sustituyendo la [MS] despejada de A1.l2 y la [S] de Al.18 en Al.8 se obtiene la 

expresión A1.l9 análoga a la de Michaelis-Menten: 

v - k2 [sh[M]T 
- KM + [M]T (A1.l9) 

La velocidad para una reaccion bajo condiciones de primer orden puede expresarse como 

(A 1.20) 

Empleando las ecuaciones Al.20 y A1.19 es sencillo mostrar que la constante de 

velocidad observada, cuando se tiene una cinética tipo Michaelis-Menten (k2 es kcOl) y se trabaja 

con [M] »[ S] corresponde a Al.21. 

(Al.21) 
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A2. Derivación del modelo de equilibrios BTP-Ln(lIl) a partir de los experimentos de 

titulación potencio métrica y datos de las titulaciones. 

La derivación del modelo de equilibrio elegido para la complejación de BTP con 

lantánidos en medio básico, a partir de los datos de las titulaciones potenciométricas realizadas, 

se ejemplifica con los resultados para gadolinio(I1I) debido a que fue el caso más complicado: se 

necesitaron cuatro parámetros de variables para ajustar las curvas. (Para Gd(lII) todos los 

complejos M2(BTPhCOH)n con n=2, 4, 5 Y 6 contribuyen sinificativamente a la concentración 

total del metal mientras que para otros lantánidos solamente fueron significativos tres de ellos) 

La figura A2.! muestra los puntos experimentales y cuatro ajustes preliminares a modelos con un 

solo complejo mononucIear de composición Gd(BTP)OH/n (n=O-3). 
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Fig. A2.!. Curva de titulación de ooa disolución con BTP 10 mM Y perlorato de Gd(llI) 10 mM en 
NaC10. 0.1 mM. Se adicionaron dos equivalentes de HC10. al inicio de la titulación. a es el número 
de equivalentes de NaOH adicionados. Los cuadrados vacíos son los datos experimentales. Las 
líneas a a d son los mejores ajustes logrados con Hyperquad considerando la fonnación de los 
siguientes complejos: (a) Gd(BTP)'+, (b) Gd(BTP)(OH)2+, (e) Gd(BTP)(OH); y (d) 
Gd(BTP)(OHJ,. 

Los modelos con n=O-2, estiman el número total de protones a titular por debajo de lo que 

indican los puntos experimentales: las curvas teóricas muestran puntos de equivalencia para 

valores de a=2, 3 y 4 respectivamente, cuando la titulación es evidentemente incompleta. Sin 

embargo, al ir a un valor de n=3, la curva de ajuste es demasiado tendida. En todos los casos la 

desviación respecto a los datos experimentales es muy alta. 
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Evidentemente el modelo que se requiere debe involucrar la formación de complejos 

hidroxo. El ajuste del modelo que considera los tres hidroxocomplejos anteriores, equilibrios (1) 

a (3), se muestra en la Fig.A2.2 curva "a". 

Gd3+ + BTP + OH- •• Gd(BTP)OHz+ (1) 

Gd3+ + BTP + 20H- • • Gd(BTP)(OH)z + (2) 

Gd3+ + BTP + 30H- • • Gd(BTP)(OHh (3) 

La calidad de este modelo es mucho mejor, especialmente por debajo de pH 8.0, pero 

muestra una desviación substancial a pH más alto, donde es lógico esperar que los 

hidroxocomplejos se formen a mayores concentraciones. En la figura A.2.3. curva "a", se 

muestra una amplificación de la región de la curva de titulación a pH mayor a 8. Sin embargo un 

análisis cuidadoso de este modelo, indica en qué dirección puede ser mejorado. Primero, los datos 

experimentales muestran una mayor curvatura hacia arriba que la curva de ajuste, lo que indica 

que posiblemente existan complejos de orden más alto, es decir, mayor número de especies que 

se asocien, y por lo tanto debe considerarse la formación de complejos polinucleares. Segundo, 

hay un punto de inflección en a=4.5, en donde además de los 2 equivalentes de NaOH por 

equivalente de ligante (doblemente protonado al inicio) se han consumido 2.5 equivalentes de 

OH- por equivalente de metal. Esta inflección no está presente en la curva teórica, e indica la 

fonnación de un complejo relativamente estable de estequiometría Gd:OR"=1 :2.5, lo cual 

implica, lógicamente, la formación de complejos dinucleares de estequiometría 2:5. 

Por lo tanto, como un siguiente paso, se consideraron modelos con complejos dinucleares. 

Inicialemente se consideró probar un modelo con la estequiometria del modelo, simplemente 

duplicando las relaciones entre el metal y elligante, equilibrios (4)-(6): 

2Gd3+ + 2BTP + 20R" • • Gd2(BTP)z(OH)24+ 

2Gd3+ + 2BTP + 40R" • • Gdz(BTPh(OH)l+ 

2Gd3+ + 2BTP + 60R" • • Gd2(BTPlz(OH)6+ 

(4) 

(5) 

(6) 

El ajuste a este modelo se muestra en la Fig.A2.3 curva "b". El perfil de este ajuste es más 

cercano a los datos experimentales pero aun no describe correctamente la zona alrededor de 

a=4.5. Finalmente la inclusión de un complejo con estequiometria 2:5, equilibrio (7), en el 

modelo de ajuste permite lograr un muy buen ajuste con un nivel de 95% de confianza, mostrado 

por la curva "e" en las figuras A2.2 y A2.3. 
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2GdJ+ + 2BTP + 50K •• Gd2(BTPh(OH)s+ (7) 
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Fig.A2.2. Ajuste de la curva de titulación de la Fig.A2.I. Los modelos de ajuste involucran las etapas 
de fonnaeión para complejos: (a) monomérieos Gd(BTP)(OH),J.n donde n=l, 2, 3; (b) dimérieos 
Gd,(BTPj,(OH),6-" donde n=2, 4, 6; (e) dimérieos Gd2(BTP),(OH),6-" donde n= 2, 4, 5, 6. 
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Fig.A2.3. Ampliación de la Fig.A2.2. Los modelos de ajuste involucran las etapas de fonnaeión 
para complejos: (a) monomérieos Gd(BTP)(OH).,3~ donde n=l, 2, 3; (b) dimérieos 
Gd,(BTP),(OH),,6-" donde n=2, 4, 6; (e) dimérieos Gd2(BTP),(OH),,6-" donde n= 2, 4, 5, 6. 
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A este punto, vale la pena hacer consideraciones sobre varios aspectos. Uno obviamente 

debe probar un modelo más complicado que involucra la formación de complejos mono nucleares 

y dinucleares. Técnicamente esto es posible porque se usaron 120 puntos experimentales y esto 

nos permite determinar simultáneamente más de cuatro parámetros de ajuste. Sin embargo, los 

intentos realizador de ajustar los resultados con este modelo extendido muestran una fuerte 

interdependencia entre los parámetros y no se logró hacer ninguna mejora en la calidad del ajuste 

cuando algunos de los parámetros de este modelo se fijaron. Aun el complejo simple, M(BTP)J+ 

sin ligantes hidroxo (ecuación A2.1), fue rechazado por el programa de ajuste (Hyperquad 2000). 

Este complejo ciertamente debe existir, pero evidentemente contribuye de forma insignificante a 

la concentración total del metal. 

MJ+ + BTP • • M(BTPi+ (A2.1) 

Entre los modelos probados, se consideró también la posibilidad de que existan especies 

con diferentes relaciones metal:BTP. Para ello, se plantearon modelos que incluyen la formación 

subsecuente de complejos con estequiometría: Gd2(BTPh(OH)" 6·2" con una relación metal:BTP = 

2:2, Gd2(BTP)¡(OH),,6.2" con una relación metal:BTP = 2:3 y Gd2(BTP)(OH)" 6·2" con una 

relación metal:BTP = 2: l. La figura A2.4 muestra las curvas de ajuste para estos tres modelos. 
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Fig.A2.4. Ajuste de los datos de la figura A2.1 a los modelos que involucran la formación sucesiva 
de complejos hidroxo dinucleares con diferentes relaciones metal:ligante. (a) Gd,(BTP)(OH),,.,,n, 
(b) Gd,(BTP),(OH)n6-,n y (e) Gd,(BTP),(OH)n,·,n con valores de n= 2,4,5,6. 
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Evidentemente los complejos de composición Gd2(BTPh(OH)n 6-2n pueden ser excluidos, 

curva "c". También se probaron relaciones más altas para el ligante (BTP:Gd): 4:2 y 5:2 y los 

ajustes logrados fueron peores. Sin embargo, la diferencia en la calidad del ajuste para los 

complejos con relaciones Gd:BTP 2:2 y 2: 1 es insignificante. En principio, seira posible 

discriminar entre estos dos modelos mediante la titulación de mezclas Gd-BTP con un exceso de 

metal respecto al ligante, pero desafortunadamente, esto es imposible debido a la precipitación 

del hidróxido del metal. 

Por otro lado, las curvas de distribución de especies generadas con ambos dos modelos 

(Gd:BTP 2:2 y 2:1) son muy similares entre sí, y por lo tanto la interpretación de los resultados 

cinéticos sería escencialmente la misma en términos de cualquiera de estos dos modelos. Sin 

embargo, la información obtenida de los experimentos realizados en ESI-MS, concuerda mejor 

con la presencia de especies con una relación metal:ligante 2:2. Finalmente, resulta más 

razonable desde el punto de vista químico elegir un modelo que contempla complejos de 

composición más simétrica, Gd:BTP 2:2. 
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Tabla A2.1 Curvas de titulación para disoluciones con BTP 10 mM y perclorato de lantánido 10 

mM en NaCI04 0.1 M a 25.0°C 

Punto rnL La Pr Nd Eu Gd Dy 

No. NaOH (M) (0.209) (0.209) (0.202) (0.202) (0.205) (0.201) 
--

1 0.0 3.194 2.026 6.8077 2.3434 3.0465 2.4577 

2 0.1 4.208 2.049 --- --- --- 2.4947 

3 0.2 5.386 2.073 6.9147 2.4324 4.6805 2.5397 

4 0.3 5.726 2.095 6.9607 2.4824 --- 2.5917 

5 0.4 5.933 2.121 7.0087 2.5434 5.7595 2.6477 

6 0.5 6.086 2.149 7.0567 2.6104 --- 2.7137 

7 0.6 6.210 2.176 7.1037 2.6914 6.0795 2.7957 

8 0.7 6.319 2.207 7.1477 2.7914 6.1885 2.8917 

9 0.8 6.413 2.24 7.1917 2.9214 6.2785 2.9907 

10 0.9 6.501 2.274 7.2327 3.1074 6.3625 3.0167 

1 1 1.0 6.582 2.305 7.2687 3.4404 6.4395 3.1947 

12 1.1 6.658 2.345 7.3057 4.6614 6.5055 3.5127 

13 1.2 6.730 2.39 7.3427 5.5394 6.5675 4.5337 

14 1.3 6.801 2.438 7.3787 5.8384 6.6215 5.3637 

15 1.4 6.870 2.493 7.4097 6.0254 6.6725 5.8627 

16 1.5 6.939 2.557 7.4417 6.1594 6.7185 6.0567 

17 1.6 7.011 2.629 7.4737 6.2664 6.7635 6.1947 

18 1.7 7.082 2.717 7.5007 6.3564 6.8055 6.3027 

19 1.8 7.155 2.827 7.5277 6.4304 6.8435 6.3897 

20 1.9 7.230 2.975 7.5507 6.4994 6.8825 6.4667 

21 2.0 7.306 3.197 7.5737 6.5604 6.9175 6.5327 

22 2.1 7.384 3.487 7.5947 6.6134 6.9525 6.5887 

23 2.2 7.468 5.182 7.6147 6.6624 6.9845 6.6377 

24 2.3 7.552 5.695 7.6317 6.7034 7.0125 6.6827 

25 2.4 7.637 5.93 7.6517 6.7464 7.0405 6.7197 

26 2.5 7.722 6.107 7.6677 6.7864 7.0675 6.7547 
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Punto rnL La Pr Nd Eu Gd Dy 
No. NaOH(M) (0.209) (0.209) (0.202) (0.202) (0.205) (0.201 ) 

27 2.6 7.808 6.243 7.6857 6.8224 7.0915 6.7837 

28 2.7 7.890 6.355 7.7017 6.8604 7.1125 6.8077 

29 2.8 7.966 6.451 7.7157 6.8974 7.1345 6.8317 

30 2.9 8.037 6.538 7.7297 6.9354 7.1535 6.8507 

31 3.0 8.103 6.617 7.7457 6.9664 7.1725 6.8677 

32 3.1 8.163 6.691 7.7597 6.9974 7.1905 6.8847 

33 3.2 8.217 6.76 7.7737 7.0274 7.2075 6.9027 

34 3.3 8.267 6.825 7.7857 7.0554 7.2225 6.9157 

35 3.4 8.313 6.889 7.8007 7.0804 7.2375 6.9277 

36 3.5 8.354 6.95 7.8147 7.1054 7.2535 6.9417 

37 3.6 8.391 7.009 7.8287 7.1284 7.2675 6.9517 

38 3.7 8.427 7.069 7.8417 7.1494 7.2825 6.9587 

39 3.8 8.457 7.126 7.8577 7.1694 7.2965 6.9687 

40 3.9 8.488 7.183 7.8857 7.1884 7.3105 6.9757 

41 4.0 8.517 7.237 7.9007 7.2064 7.3245 6.9827 

42 4.1 8.541 7.29 7.9147 7.2244 7.3385 6.9907 

43 4.2 8.562 7.342 7.9287 7.2424 7.3505 7.0017 

44 4.3 8.584 7.393 7.9457 7.2544 7.3645 7.0087 

45 4.4 8.607 7.441 7.9597 7.2684 7.3795 7.0167 

46 4.5 8.625 7.461 7.9757 7.2814 7.3915 7.0237 

47 4.6 8.642 7.507 7.9947 7.2934 7.4035 7.0287 

48 4.7 8.658 7.552 8.0117 7.3054 7.4155 7.0357 

49 4.8 8.674 7.594 8.0297 7.3184 7.4285 7.0427 

50 4.9 8.692 7.633 8.0477 7.3304 7.4405 7.049) 

51 5.0 8.708 7.671 8.0647 7.3444 7.4545 7.0567 

52 5.1 8.722 7.706 8.0827 7.3574 7.4665 7.0627 

53 5.2 8.737 7.738 8.1027 7.3694 7.4805 7.0677 

54 5.3 8.753 7.769 8.1237 7.3834 7.4945 7.0767 

55 5.4 8.767 7.797 8.1447 7.3964 7.5105 7.0797 
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Punto rnL La Pr Nd Eu Gd Dy 
No. NaOH (M) (0.209) (0.209) (0.202) (0.202) (0.205) (0.201) 

56 5.5 8.779 7.822 8.1677 7.4104 7.5245 ---

57 5.6 8.792 7.847 8.1927 7.4224 7.5405 7.0937 

58 5.7 8.806 7.868 8.2157 7.4374 7.5585 ---

59 5.8 8.818 7.888 8.2447 7.4494 7.5745 7.1107 

60 5.9 8.833 7.907 8.2687 7.4634 7.5915 ---

61 6.0 8.846 7.925 8.2987 7.4784 7.6095 7.1277 

62 6.1 8.860 7.942 8.3267 7.4924 7.6295 ---

63 6.2 8.871 7.961 8.3577 7.5064 7.6505 7.1437 

64 6.3 8.883 7.978 8.3877 7.5204 7.6715 ---

65 6.4 8.895 7.994 8.4177 7.5364 7.6945 7.1607 

66 6.5 8.906 8.012 8.4497 7.5524 7.7175 ---

67 6.6 8.918 8.027 8.4807 7.5664 7.7415 7.1777 

68 6.7 8.931 8.044 8.5087 7.5824 7.7665 ---

69 6.8 8.943 8.058 8.5367 7.6024 7.7965 7.1947 

70 6.9 8.954 8.074 8.5677 7.6184 7.8245 ---

71 7.0 8.965 8.09 8.5957 7.6364 7.8575 7.2137 

72 7.1 8.976 8.105 8.6257 7.6554 7.8915 ---

73 7.2 8.985 8.119 8.6527 7.6774 7.9295 7.2337 

74 7.3 8.996 8.135 8.6777 7.6964 7.9685 ---

75 7.4 8.993 8.149 8.7067 7.7174 8.0095 7.2567 

76 7.5 --- 8.165 8.7327 7.7424 8.0535 ---

77 7.6 --- 8.181 8.7667 7.7664 8.0985 7.2807 

78 7.7 --- 8.196 8.7887 7.7924 8.1405 ---
79 7.8 --- 8.212 8.8137 7.8214 8.1815 7.3027 

80 7.9 --- 8.226 8.8507 7.8494 8.2095 ---

81 8.0 --- 8.242 8.8767 7.8794 8.2415 7.3317 

82 8.1 --- 8.258 8.9107 7.9124 8.2665 ---

83 8.2 --- 8.276 8.9467 7.9504 8.2925 7.3637 

84 8.3 --- 8.292 8.9917 7.9884 8.3225 ---
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Punto mL La Pr Nd Eu Gd Dy 
No. NaOH(M) (0.209) (0.209) (0.202) (0.202) (0.205) (0.201) 

85 8.4 --- 8.311 9.0337 8.0344 8.3545 7.3997 

86 8.5 --- 8.329 9.0787 8.0824 8.3795 ---

87 8.6 --- 8.347 9.1277 8.1324 8.4065 7.4377 

88 8.7 --- 8.368 9.1737 8.1844 8.4375 ---

89 8.8 --- 8.386 9.2267 8.2234 8.4615 7.4837 

90 8.9 --- 8.407 9.2887 8.2644 8.4985 ---

91 9.0 --- 8.427 9.3527 8.3034 8.5295 7.5367 

92 9.1 --- 8.450 9.4237 8.3354 8.5665 ---

92 9.2 --- 8.475 9.5017 8.3614 8.6025 ---

94 9.3 --- 8.499 9.5757 8.3974 8.6465 ---

95 9.4 --- 8.523 9.6687 8.4224 8.6925 7.6807 

96 9.5 --- 8.55 9.7687 8.4544 8.7355 ---

97 9.6 --- 8.578 9.8837 8.4874 8.7845 ---

98 9.7 --- 8.606 10.0127 8.5194 8.8445 ---

99 9.8 --- 8.636 10.1237 8.5454 8.9005 7.7607 

100 9.9 --- 8.665 10.2587 8.5744 8.9545 ---

101 10.0 --- 8.697 10.3897 8.6094 9.0155 ---

102 10.1 --- 8.731 10.4967 8.6524 9.0815 ---

103 10.2 --- 8.763 10.5997 8.6874 9.1525 ---

104 10.3 --- 8.827 10.6887 8.7374 9.2185 ---

105 10.4 --- 8.857 10.7657 8.7774 9.2965 ---

106 10.5 --- 8.891 --- --- 9.3735 ---

107 10.6 --- 8.916 --- 8.8854 9.4595 ---

108 10.7 --- 8.944 --- --- 9.5465 ---

109 10.8 --- 8.974 --- 9.0124 9.6345 8.0337 

110 10.9 --- 9.005 --- --- 9.7295 ---

111 11.0 --- 9.043 --- 9.1704 9.8405 8.0337 

112 11.1 --- 9.066 --- --- 9.9505 ---

lB 11.2 --- 9.096 --- 9.3084 10.0645 ---

-------------------------------
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Punto rnL La Pr Nd Eu Gd Dy 
No. NaOH (M) (0.209) (0.209) (0.202) (0.202) (0.205) (0.201) 

i"-IT4 11.3 --- 9.130 --- --- 10.1675 ---

lIS 11.4 --- 9.165 --- 9.4844 10.2785 8.2767 

116 11.5 --- 9.199 --- --- 10.3865 ---

117 11.6 --- 9.238 --- 9.6874 10.5065 ---

118 11.7 --- 9.285 --- --- 10.5775 ---

119 11.8 --- 9.339 --- 9.9274 10.6765 8.4827 

120 11.9 --- 9.381 --- --- 10.7655 ---
121 12.0 --- 9.430 --- 10.1804 10.7655 ---
122 12.1 --- 9.478 --- ---

123 12.2 --- 9.536 --- 10.4454 10.7655 8.7217 

124 12.3 --- 9.595 --- --- --- ---

125 12.4 --- 9.655 --- 10.6874 --- ---

126 12.5 --- 9.723 --- --- --- ---

127 12.6 --- 9.796 --- 10.8854 10.7655 8.9657 

128 12.7 --- 9.879 --- --- --- ---

129 12.8 --- 9.971 --- --- --- ---

130 12.9 --- 10.079 --- --- --- ---

131 13.0 --- 10.202 --- --- --- ---

132 13.1 --- 10.335 --- --- --- ---

133 13.2 --- 10.471 --- --- --- ---

134 13.3 --- 10.609 --- --- --- ---

135 13.4 --- 10.737 --- --- --- ---

136 13.5 --- 10.852 --- --- --- ---

137 13.6 --- 10.948 --- --- --- ---

138 13.7 --- 11.034 --- --- --- ---
139 13.8 --- 11.105 --- --- --- ---
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Tabla A2.2. Constantes de estabilidad acumulativas (Hyperquad ~) para titulaciones de mezclas 

de BTP y perclorato de La(III) en relaciones metal:ligante 1:2 y 1:1 a 25°C en NaCI04 0.1 M. 

Todas las concentraciones se ajustaron al modelo MBTP(OH)n. 

BTP 20.0 mM BTP 10.0 mM BTP 5.0 mM 

L OH" M LaJ+ 10.0 mM Lal+ 10.0 mM LaJ+ 5.0 mM 

Log ~ ± sd Log ~ ± sd Log ~ ± sd 

1 O 1 -- no -- 2.26 ± 0.02 2.01 ± 0.06 

1 1 1 6.29 ± 0.05 6.77 ± 0.05 6.52 ± 0.03 

1 2 1 15.06 ± 0.04 15.34 ± 0.03 -- no --

I 3 1 24.28 ± 0.04 24.39 ± 0.02 24.34 ± 0.02 

h· 2 c 1 33.68 4.27 15.98 

Notas: 

p, constantes de estabilidad acumulativas, definidas como un cociente de concentraciones. 

L, número de ligan tes BisTris propano 

M, número de cationes metálicos de lantano 

Tabla A2.3. Constantes de estabilidad acumulativas (Hyperquad ~) para titulaciones de mezclas 

de BTP y perclorato de La(HI) en relaciones metal:ligante 1:2 y 1:1 a 25°C en NaCI04 0.1 M. 

Todas las concentraciones se ajustaron al modelo M2BTP(OH).. 

BTP 20.0 mM BTP 10.0 mM BTP 5.0 mM 

L OH" M LaJ+ 10.0 mM LaJ+ 10.0 mM LaJ+ 5.0 mM 

I 

I 

1 

1 

Log ~ ± sd Log ~ ± sd Log ~ ± sd 

O 1 2.46 ± 0.04 2.30 ± 0.01 2.22 ± 0.04 

2 2 12.45 ± 0.05 12.89 ± 0.01 12.87 ± 0.03 

4 2 29.97 ± 0.06 30.73 ± 0.02 30.66 ± 0.03 

5 2 38.42 ± 0.03 39.88 ± 0.02 -- no --

chi2 8.59 7.30 14.17 

Notas. 

p, constantes de estabilidad acumulativas, defmidas como un cociente de concentraciones. 

L, número de ligantes BisTris propano 

M, número de cationes metálicos de lantano 
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Tabla A2.4. Constantes de estabilidad acumulativas (Hyperquad P) para titulaciones de mezclas 

de BTP y perclorato de La(III) en relaciones metal:ligantel:2 y \: \ a 25°C en NaCI04 0.\ M. 

Todas las concentraciones se ajustaron al modelo M2BTPz(OH)n. 

M 
BTP 20.0 mM BTP 10.0 mM BTP 5.0mM 

L OH" La3+ 10.0 mM La3+ 10.0 mM La3
+ 5.0 mM 

Log P ± sd Log p± sd Log P ± sd 

1 O 1 2.49 ± 0.03 2.35 ± 0.01 2.29 ± 0.03 

2 2 2 9.89 ± 0.03 10.10 ± 0.01 9.94± 0.04 

2 4 2 27.29 ± 0.03 28.17 ± 0.05 27.73 ± 0.03 
.. 

2 5 2 36.39 ± 0.02 36.94 ± 0.02 -- no --

h' z c 1 18.11 4.92 15.68 

Notas: 

p, constantes de estabilidad acumulativas, definidas como un cociente de concentraciones. 

L, número de ligan tes BisTris propano 

M, número de cationes metálicos de lantano 
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A3. Propiedades electrónicas de los sustratos y ligan tes 

Los cálculos de modeiaje molecular se realizaron en el programa PC Spartan Pro (1999) 

de Wavefunction, Inc. 

Para detenninar las propiedades electrónicas de una molécula mediante cálculos 

semiempíricos (modelos moleculares) es necesario conocer su estructura. Los sustratos y ligan tes 

empleados en este trabajo son fluxionales en disolución acuosa, es decir, experimentan 

rápidamente rearreglos degenerados, 10 que complica asignarles una geometria en particular. Se 

decidió emplear un método de mecánica molecular que optimiza la geometría de una molécula 

con base en la minimización de las interacciones interatómicas (energías de enlace, angular, 

torsional, electrostáticas, de van der Waals, etc) en el vacío. La minimización de la energía de la 

estructura se hizo de manera preliminar con un campo de fuerzas simple (SYBYL, incluido en el 

programa PC Spartan Pro) y posterionnente todos los cálculos se hicieron con el método 

semiempírico PM3. Se seleccionó este método de cálculo debido a que, dentro de Spartan, 

incluye la parametrización de metales de transición que, en principio, pennitiría calcular 

parámetros de algunas de las especies reactivas de este trabajo; así, para poder hacer 

comparaciones todas las moléculas deben ser calculadas con el mismo método. 

Las propiedades electrónicas moleculares que se muestran son: densidad electrónica y 

energías de los orbitales frontera (HOMO, Highest-energy Occupied Molecular Orbital, y 

LUMO, Lowest-energy Unoccupied Molecular Orbital), entalpía de fonnación (ilHr), momento 

dipolar, y superficie de densidad electrónica (en color verde) mapeada con el potencial 

electrostático (zonas positivas en color azul y zonas negativas en color rojo). 



Sustrato BNPP-

BNPP-,HOMO 
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Energía del orbital HOMO -6.531 eV 

Energía del orbital LUMO 1.924 eV 

MIf -264.70 KcaVmol 

¡.t 0.636 debye 

BNPp·,LUMO 

BNPp·, superficie de densidad electrónica mapeada con el potencial electrostático 



Sustrato MNPP 2-

< o 

• 

MNPP 2-, HOMO 

Energía del orbital HOMO -0.030 eV 

Energía del orbital LUMO 4.991 eV 

MIr -174.00 KcaVrnol 

I! 20.490 debye 

MNPP 2-, LUMO 
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MNPP 2-, superficie de densidad electrónica rnapeada con el potencial electrostático 



Sustrato PNP A 

PNPA,HOMO 
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Energía del orbital LUMO -1.2428 eV 

Energía del orbital HOMO -10.592 eV 

Mlr -66.38 Kcal/mol 

¡l 6.534 debye 

PNPA,LUMO 

PNP A, superficie de densidad electrónica mapeada con el potencial electrostático 



Sustrato PNPDPP 

• 
o 

• 
PNPDPP, HOMO 
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Energía del orbital HOMO-9.479 eV 

Energía del orbital LUMO -1.314 eV 

MIr -143.97 Kcal/mol 

¡.¡ 6.878 debye 

PNPDPP, LUMO 

PNPDPP, superficie de densidad electrónica mapeada con el potencial electrostático 



LiganteBTP 
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BTP,HOMO 
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Energía del orbital HOMO-9.655 eVo . 

Energía del orbital LUMO 1.805 eV 

MIr -284.45 Kcal/mol 

¡.t 2.564 debye 

BTP,LUMO 

BTP, superficie de densidad electrónica mapeada con el potencial electrostático 



Ligante NH20H 

o 
O~f 

c.. 

NH20H,HOMO 

Energía del orbital LUMO 10.856 eV 

Energía del orbital HOMO -0.838 eV 

MIr 1.064 Kcal/mol 

Il 5.019 debye 
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NH20-, superficie de densidad electrónÍca 
mapeada con el potencial electrostático 

Energía del orbital LUMO 2.733 eV 

Energía del orbital HOMO -10.092 eV 

MIr -13.31 Kcal/mol 

Il 0.457 debye 

NH20H,LUMO NH20f1 superficie de densidad electrónÍca 
mapeada con el potencial electrostático 
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