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AG® Energfa libre de Gibbs estdndar
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DPP Difenilfosfato

Glu Glutamina
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P5L
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PKq

PK;
PNPDPP
PNPMP
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Prob(t)
r

Syl
Sn2

Glicina

Acido N-(2-hidroxietil )etilendiamin-N,NN"-triacético

Fuerza iénica

Acido 1,7-diaza-4,10,13-trioxaciclopentadecano-N,N2diacético
Constante de velocidad de segundo orden para un nucleéfilo
Constante de velocidad de primer orden para la hidrdélisis de BNPP
Constante de velocidad de primer orden para la hidrdélisis de MNPP
Dosis letal media

Lanténido
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Mononitrofenilfosfato

Péptido de 20 residuos

Fosfodiesterasas de AMP ciclico

Constante logaritmica de disociacién dcida
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Sustitucién nucleofilica, mecanismo unimolecular

Sustitucién nucleofilica, mecanismo bimolecular



Capitulo 1

Introduccion

La reactividad fosfodiesterolitica se refiere a la tendencia de hidrolizar un fosfodiéster, figura 1.
Los enlaces P-O de los diésteres fosfato tienen una gran reactividad termodindmica hacia la hidrélisis,
debido a que los valores de AG® asociados son negativos. Sin embargo, son inertes cinéticamente debido
a que el proceso hidrolitico posee altas energias de activacién [53], lo que los hace ser compuestos

sumamente estables a condiciones similares a las fisiolégicas.

Figura 1. Fosfodiéster en forma bdsica, R y R pueden ser alifdticos o aromdticos.

FEsta situacién es de gran importancia en sistemas biolégicos, ya que el esqueleto del material
genético tal como el ADN y el ARN estd unido por este tipo de enlace. Asi, los diésteres fosfato han
sido usados como modelo para la ruptura catalizada de ARN.

FEl tiempo de vida medio de estas macromoléculas se ha estimado de 100 afios y de 100 millones
de anos para ARN y ADN respectivamente [53]. La diferencia pronunciada de reactividad entre éstos
radica, como se muestra en la figura 2, en que el ARN presenta un nucleéfilo interno, correspondiente

al hidroxilo de la posicién 2!
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Figura 2. Fragmentos de ARN y de ADN

Por otro lado, existen fosfotriésteres que son altamente téxicos y se han producido en grandes
cantidades para emplearse como insecticidas y armas quimicas, figura 3 [53]. Este tipo de compuestos

son inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa, responsable de la transmisién de los impulsos nerviosos

[60].

ol N\ a Gl s  fEa
N 'DMF,:{:- ON_ Oxp-ﬁ o L
EQ  OEl EI0 OE HC F HC  SCH,CHN(CH,),
Paroxon Parathion Soman VX
LDy 3 L0 (.1 0.02 [mgkg]

Figura 3. Insecticidas y armas quimicas que presentan enlaces fosfoéster o andlogos y sus respectivas

dosis letales medias.

De acuerdo con lo expuesto, es de interés especial para algunas ramas cientificas como la ingenieria
genética y la biologia molecular por un lado y la quimica ambiental, por otro lado, romper los enlaces
P-O de fosfoésteres, sin embargo, resulta evidente que es necesario usar catalizadores para poder

llevar a cabo estas rupturas. Naturalmente, la escicién de los enlaces de fosfoésteres se lleva a cabo



por una gran cantidad de enzimas, entre las que se encuentran las llamadas nucleasas o endonucleasas
de restriccién, que llegan a provocar aceleraciones hasta de 16 6rdenes de magnitud [61] y por lo
tanto constituyen el modelo a seguir debido a la gran eficiencia de su catédlisis. Por otro lado, el
desarrollo de nucleasas artificiales ha adquirido un gran auge tltimamente, y con escasas excepciones,
la mayorfa de los sistemas cataliticos estudiados contienen iones metdlicos, de los cuales los lantédnidos
han sobresalido por su gran eficiencia catalitica.

En este el presente trabajo se estudiaron sistemas que imitan en cierta medida la accién de las
enzimas naturales, obteniéndose resultados, si bien aiin no comparables con las enzimas naturales, si

excelentes de acuerdo con lo que se ha reportado en la literatura respecto a nucleasas artificiales.
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Capitulo 2

Antecedentes

2.1. Estabilidad de fosfodiésteres frente a la hidrdlisis

Como se mencioné anteriormente, los fosfodiésteres son compuestos sumamente estables, de hecho
son éstos los que tiene la mayor energfa de activacién de entre sus andlogos mono y trisustituidos. La
gran estabilidad de los fosfodiésteres se debe a la densidad electrénica del oxigeno que protege al enlace
del ataque de nucledfilos, haciendo que la energia de activacién sea excepcionalmente alta. Ahora,
los fosfomonoésteres tienen dos oxigenos cargados negativamente por lo que la explicacién anterior
podria parecer contradictoria, sin embargo es necesario aclarar que para estos 1ltimos el mecanismo es
diferente: se ha encontrado que su reactividad es mds pronunciada cuando se encuentran en la forma
monoanidnica, que propicia una transferencia de protén intramolecular que a su vez permite formar un
mejor grupo saliente. Las diferencias en estabilidad frente a la hidrélisis de los diferentes fosfoésteres
se pueden notar en sus respectivas constantes de hidrélisis esponténea (a pH neutro) y catalizada por

base mostrados en la tabla 1. En la figura 4 se muestran las estructuras de los sustratos abreviados.
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Tabla 1. Hidrolisis de diferentes tipos de fosfoésteres a 25°C 2

No. | Sustrato Tipo de fosfoéster | k oy (M~'s™1) | k g0 (s7!) | Ref.
1 | trietilfosfato triéster 3.73 x 107°) 8.8x 1078 [13]
2 PNPDPP triéster 3.45 x 1071 9.7 x 1076 | [6]
3 BNPP diéster 1.08 x 107° 1.1 x 1071 [27]
4 PNPMP diéster 5 x 1075 1.97 x 107%) | (3]
5 | dimetilfosfato diéster 3 x 10712 1.9 x 10719 [53]
6 MNPP monoéster 7.0 x 1078 | [29]
7 etilfosfato monoéster 6.09 x 107%) | [13]

: . . . . . . b o c
3) las constantes se calcularon a partir de la energia de activacién de las reacciones correspondientes, )a 37.5 C, ) a

82°C, 60 % dioxano, 40 % Ho0 D60 % dioxano, 40 % H5O, ©) 4 30°C, Da 39°C, g, 100°C, ruptura P-O no demostrada.

NO,
o_ 0 ON 0\\P’o NO,
N\ / N\
P o o
[o) (o)
PNPDPP BNPP
o
o. O Oxy/
ozN \\p/ /P\O_
o/ \O/ O,N (o]
PNPMP MNPP

Figura 4. Esteres fosfato usados cominmente en experimentos cinéticos.

12



2.2. Hidrdélisis no catalizada de fosfodiésteres. Rupturas C-O y P-O

En trabajos anteriores [3], [6], [13], [29], [53], [69] se ha informado que durante la hidrélisis de
un fosfoéster, la ruptura de enlaces P-O no es la inica posibilidad de reaccién, ya que también se
ha detectado, que los enlaces C-O, también pueden sufrir ruptura, y aunque en fosfotriésteres no se
ha hallado este tipo de ruptura, en fosfodiésteres y fosfomonoésteres puede competir si el dtomo de
fosforo se encuentra muy desactivado para ser atacado nucleofilicamente [13], [69], por ejemplo, si tiene
varios grupos electrodonadores. Entonces, en los fosfoésteres arilicos predomina la ruptura P-O y en los
alquilicos la ruptura C-O, [53]. Asi, para fosfoésteres alquilicos, las constantes de hidrélisis espontaneas
son aproximaciones considerando la fracciéon de ruptura P-O, para, por ejemplo, dimetilfosfato (ver
tabla 1) la fraccién llega apenas al 10 %, por lo tanto la constante observada para la hidrélsis neutra
es de 3 x 107 57!, Este diéster es un modelo que sirve para estimar la hidrélisis no catalizada de
ADN. Para fosfomonoésteres alquilicos encontramos la misma situacion.

En principio, una posibilidad de discriminacién entre ambos procesos consiste en llevar a cabo
una hidrélisis con el nucledflo marcado isotépicamente, por ejemplo con H%gO u BOH™. En éste
trabajo se usé el sustrato BNPP, figura 4, que estd activado hacia la ruptura P-O debido a que tiene
grupos altamente electroatractores. La fraccién de hidrdlisis de enlace P-O en BNPP es de al menos
80 % [3]. Asi, en este estudio consideraremos tinicamente la ruptura P-O, cuyo mecanismo se describe a
continuacién. También se explicardn los factores intrinsecos del fosfodiéster que modifican la constante
de velocidad.

La hidrélisis de los fosfodiésteres ocurre mediante una sustituciéon nucleofilica. Por mucho tiempo
se considerd que segufa un mecanismo disociativo Sy 1, sin embargo debido a que se ha encontrado que
la velocidad de la reaccién depende del nucledflo y ademds ocurre una inversién de la configuracion
al término de la reaccién, [53] actualmente se cree que el mecanismo es tipo Sy2. En este mecanismo
de adicién-eliminacién, el que un nucledfilo ataca al P, que es el centro electropositivo, formando un
intermediario pentacoordinado con la estructura de una bipirdmide trigonal, en el que el nucledfilo y el
grupo saliente se encuentran en posiciones axiales, con distancias al fésforo mayores que las ecuatoriales

[5]. Finalmente el grupo saliente -preferentemente el de pK, més bajo- es eliminado, figura 5. En el
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caso de fosfodiésteres aciclicos, se ha propuesto que no se forma un intermediario, sino que la reaccién
ocurre concertadamente pasando por un estado de transicién, sin embargo ésto estd en discusion

todavia [35].

(o)
O JOR 0
Nl“-/\g? N—PAOR, —> N + -
RO~ _OR, . 3 /P"'ORz OR,
1 ORZ 0R1 Nu ;

Figura 5. Mecanismo de adicion eliminacion en un a) fosfodiéster si R; = OH, i = 1 6 2 0 en un b)

fosfotriéster si R; # OH, 1 =1,2,3. pK, (R3) < pK, (R2,R1)

La constante de velocidad k, depende principalmente del pK, del grupo saliente y de la reactividad
intrinseca del nucleéfilo. La dependencia de la constante de hidrélisis con respecto a la acidez del grupo
saliente en hidrdlisis de diésteres del tipo (RO)2PO; se puede expresar con una relacién logaritmica

del tipo: [59]

logk =mpKa+b (2.1)

En donde los pardmetros m y b son indicativos indirectos del tipo de mecanismo que sigue la
reaccién: la pendiente m se refiere a la infliencia del pK , del grupo saliente y por lo tanto que tan
disociativa es la reaccién, la ordenada al origen b estd relacionada con la reactividad intrinseca del
nucledfilo y por lo tanto en que tan concertada es la reaccién. En la tabla 2 se encuentra un ejemplo
de estos pardmetros para agua y OH™ como nucledfilos usando diferentes grupos salientes activados

R, R= 2,4-dinitrofenilo, 4-nitrofenilo, fenilo y metilo, en orden creciente de basicidad.

Tabla 2. Pardametros m y b para HoO y OH™ en la hidrdlisis de diésteres del tipo (RO)2PO5 [59]

Nucledfilo m b
H>O -1.06+0.08 -4.59
OH~ -0.084+0.03 0.74

14



De estos valores se puede observar que el hidréxido es un nucleéflo més reactivo, puesto que su
valor de b es mayor, y que cuando la hidrdélisis se realiza a pH neutro en medio acuoso la infliencia
del pK, del grupo saliente es mucho mds pronunciado, de acuerdo con las pendientes.

Se puede realizar un anélisis similar para relacionar la velocidad de una reaccién con el tipo de
nucledfilo. En general podemos decir que mientras m&s bésico es un nucleéfilo es més reactivo, sin
embargo no siempre es asi. Asi, si se grafica el logaritmo de la constante de velocidad con respecto al
pK, de los nucledfilos, (coordenada de Brgnsted) la correlacién no es muy buena como se aprecia en
la figura 6, ya que, en realidad la velocidad depende de la nucleofilia, que no siempre es proporcional
a la basicidad. En este caso el significado de los pardmetros m y b es contrario: la pendiente m indica
que tan dependiente es la velocidad de la reaccién con la basicidad del nucledfilo y la ordenada estd

relacionada con la inflencia del pK , del grupo saliente.

-4 T T T T T T T T
_5_

.6_- No. Nucledfilo
) 1 HoO0
= 2 Piridina

< ] log k. = mpKa+b
9. m=0.32+0.06 i 3 CgH;0~
b=-95+05
| r=0.9423 1 4 OH~
-104 4
Im 1
-1 T T T T T T T T

2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
pKa del nucledfilo

Figura 6. Grifica de Bronsted para nucledfios (k nu., M ~'s~thacia la hidrélisis de PNPMP a
30°C)[3]

Para los diésteres fosfato no activados, es decir aquellos que no contienen grupos electroatractores
como nitrofenilos o nucledfilos internos como los (S-hidroxifosfatos es dificil obtener una relacién del
tipo de la ecuacion 2.1, puesto que las reacciones son demasiado lentas (ver tabla 1 renglén 5) y sélo

se pueden hacer extrapolaciones.
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2.3. Hidrdlisis catalizada de fosfodiésteres

Se pueden considerar varios tipos de catdlisis [25] dcido-base, nucleofilica (inter e intramolecular)
y con cationes, no obstante es comun encontrar cooperacién entre los tipos de catdlisis, sobre todo

cuando se emplean iones metdalicos, que es nuestro tépico de interés.

2.3.1. Los iones metalicos como catalizadores en la hidrdlisis de fosfodiésteres.

Existen varios mecanismos propuestos a través de los cuales los metales catalizan la fosfodiesterdli-
sis, todos ellos implican la cooperacién con algin tipo de catdlisis dcida o bdsica y todos se llevan a

cabo mediante un ataque de un nucledfilo ya sea o no coordinado al catién metalico, tabla 3.

Tabla 3. Mecanismos mas comunes propuestos para la hidrdlisis de ésteres fosfato [53], [68]

No. Mecanismo Descripcién
Activacién del sustrato
o . El ion metdlico se une al oxigeno fosforilico
como &cido de Lewis
o de tal manera que promueve un efecto inductivo
1 il
HO:S — - Sni .
oy RO EI oR' sobre la densidad electrénica del fésforo,
M propiciando asi el ataque de un nucledfio.
Activacién del grupo saliente _ ) ) _
El ion metdlico se coordina al grupo saliente
2 | IFL .r-"q de tal manera que baja su basicidad
I:HEDI.'} RC'IJ l.._{jR' ; .,
9} acelerando asf la reaccién. Ver 2.1
Disminuye el pK, del dcido conjugado
Activacién del nucleéfilo ) ) .
del nucledfilo, asi, a un mismo valor de pH
o .
3 e aumenta la concentracién de nucledfilo.
MCH)™ P
RO L OR .
o En sistemas acuosos se conoce
como activacién de agua.

16



No. Mecanismo Descripcién

Es una combinacién del mecanismo 1 y 3.

Activacién nucleofilica dcida ] i . .
Al mismo tiempo que el catién metélico

. O
4 H':'\IF\ I se une al O fosforilico, aumenta

o
Metsg” A OR ., ,
OR la concentracion del nucledfilo,

propiciando el ataque de ambas maneras.

Catélisis bésica general
Similar al mecanismo 4, sin embargo

H
]
5 gH D:‘\ﬁ' la especie que lleva a cabo la activacién
ho, P.
v e AT ' . , -
M" -0 }:,R':'R es un hidréxido de metal.
Catélisis dcida general Similar al mecanismo 2, en cuanto a que
::Ia se activa el grupo saliente sin embargo,
a” \ OR . :
6 I 2] la especie que realiza esto es el acuo-metal,
g ]
',_-J_HH que ademds estd unido al oxigeno fosforilico,
]
H

disminuyendo la densidad electrénica del P.

Un aspecto importante sobre los mecanismos 1-4 es que es imposible distinguirlos con cationes
labiles como lantdnidos, [53] puesto que las especies se pueden encontrar en un répido equilibrio antes
de la hidrdlisis [68]. Sin embargo, se han llevado a cabo estudios con complejos mononucleares y
dinucleares de cationes metdlicos inertes para determinar la magnitud de la aceleracién producida
por cada uno de los principales tipos de catalisis (1, 2 y 3) [68]. Las estimaciones que resultaron de
estos estudios, dan una idea de la magnitud de la catélisis. La activacién del nucledfilo (3) es la que
provoca la mayor aceleracién, con un incremento de 8 érdenes de magnitud con respecto a la hidrdlsis
no catalizada de dimetilfosfato. La activacién del grupo saliente (2) no se ha detectado directamente
sin embargo se estima que su contribucién a la catélisis podria llegar a ser hasta de 6 6rdenes de
magnitud. Finalmente, el efecto producido por la activacién tipo dcido de Lewis (1), es menor, (< 102,
con complejos mononucleares en hidrélisis de fosfodiésteres) sin embargo, en complejos binucleares

donde hay cooperatividad se obtuvo una aceleracién mayor que el cuadrado de la producida por un

17



s6lo ion metdlico (> 10°).

Si las activaciones fueran aditivas, podrian llegar a producir una aceleraciéon de hasta 16 érdenes
de magnitud, comparable a la catélisis producida por enzimas. Sin embargo, en algunos casos, como
en los de especies binucleares, que en muchos sistemas son las responsables de la reactividad [8], [38],
[59], [67], [68], se podria esperar que la aceleracién fuera mds que aditiva. Los mecanismos con estas
especies involucran a ambos iones metdlicos, como se plantea en el esquema 1. El mecanismo a implica
una doble activacién tipo dcido de Lewis, en el mecanismo b, uno de los iones metdlicos funciona como
activador tipo dcido de Lewis y el otro metal lleva a cabo una activacién del nucleéfilo. Igualmente es
factible que se lleve a cabo una activacién dcida por parte de uno de los cationes metélicos conjunta
con una activacién del grupo saliente, realizada por el otro catién, como se muestra en c. Al igual
que los mecanismos que ivolucran un sélo centro metdlico, es imposible distinguir entre estos tres

mecanismos cuando se usan cationes labiles.

RO OR RO, OR RO
N \P-- \Pe;x
P =) ot
P H el : e {OH
S e e N
a b ¢

Esquema 1. Posibles mecanismos de catdlisis de complejos dinucleares.

Existe una gran variedad de cationes metdlicos que se han encontrado actian como catalizadores
en la hidrélisis de fosfodiésteres: varios iones metdlicos alcalinotérreos, (Mg?+,Ca%t, Sr?T) [61] de
transicion, (Cu?*, Zn?*, Co?*") [18], [60], [67], [68], lant4nidos trivalentes (La3t, Pr3t, Nd3*, Eut,
Gd3*+ y Dy3t) [8], [11], [38], [39], [59], [60], ¥ cationes metdlicos tetravalentes (Zr**, Ce*t Th#t) [44],
[30], [64].

Cada grupo de cationes metdlicos tiene una quimica en disolucién diferente y requiere de ciertas
caracterisiticas para catalizar la hidrélsis de fosfodiésteres. Por ejemplo, los sistemas con cationes
tetravalentes han exhibido las mayores reactividades encontradas en la literatura, (aceleracién de
hidrélsis de BNPP hasta 10 6rdenes de magnitud, comparadas con la hidrélisis no catalizada) [44]

sin embargo, debido a que sus valores de pK, son muy bajos, sélo se pueden estudiar a pH &cido, es
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decir, lejos de las condiciones fisiolégicas, ademds, sus hidroxocomplejos tienden a formar oligémeros,
lo que complica su quimica en disolucién y provoca que los estudios hayan sido preferentemente
cualitativos [60]. Por otro lado, para que los sistemas con cationes alcalinotérreos presenten efectos
notables, deben contener disolventes apréticos como DMSO para disminuir la energia de activacién del
estado de transicién, debido a la desestabilizacién de aniones [61]. Muchos cationes metélicos también
necesitan la estabilizacién por medio de ligantes orgdnicos. Este es el caso de los lantdnidos, como serd
discutido en la seccién 2.3.1.

Las ventajas mas notables de usar sistemas cataliticos que contienen iones metdlicos es que, como
se explicd, éstos pueden tener varias maneras de actuar frente a los sustratos, es decir, sus mecanismos
son variados y pueden llevar a cabo mds de una funcién a la vez, sobre todo cuando los sistemas
son diméricos. A continuacién se abordard el mecanismo de accién de las enzimas, que constituyen el

modelo a seguir en sistemas artificiales.

Fosfoesterdlisis enzimatica

Las enzimas pueden clasificarse por el tipo de reacciéon que catalizan. Un tipo muy importante de
reacciones que catalizan son las -llamadas por los bioquimicos- reacciones de transferencia de grupos.
Es decir, son aquellas en las que se rompen enlaces de un grupo perteneciente a una molécula y
posteriormente este grupo se une a otra molécula, en otras palabaras, son reacciones de sustitucion
nucleofilica.

En los procesos bioquimicos, las rupturas P-O generalmente se llevan a cabo mediante reacciones
de transferencia de grupo, puesto que en muchos casos se transfiere un grupo fosfato de una molécula
a otra, mediante el ataque nucleofilico de la especie aceptora.

Existe una gran cantidad de transferasas que catalizan reacciones en las que se rompen enlaces
P-O, de hecho, ciertos autores [42] clasifican las transferencias o desplazamientos en el dtomo de
fésforo aparte, debido a la importancia que tienen, ya que estdn involucradas en todos los aspectos
energéticos del metabolismo. Dentro de este grupo todavia existen otras clasificaciones dependiendo de
la identidad del nucledfilo y del aceptor: cuando la transferencia es al agua, la enzimas son llamadas

fosfatasas, cuando se transfieren de un grupo de una molécula a otro de la misma molécula son
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mutasas, las que transfieren un grupo fosforilo del ATP al agua son ATPasas y las que transfieren el
fosforilo del ATP a otro nucledfilo son las quinasas. Todas éstas rompen enlaces de fosfomonoésteres,
no obstante, también existen transfrencias en fosforilos sustituidos, que se llevan a cabo por el gran
grupo de las fosfodiesterasas, entre las cuales se encuentran las fosfolipasas C y D, las polimerasas,
las nucleasas y las responsables de la ruptura de AMP ciclico, también conocidas como PDE “s [42].
También existen fosfotriesterasas, sin embargo nuestro interés se centra en las fosfodiesterasas puesto
que son éstas las que sirven de modelo para los sistemas artificiales aqui descritos. Es importante hacer
notar que una gran cantidad de enzimas dentro de todas estas clasificaciones son metaloenzimas, es
decir, usan cationes metdlicos -generalmente alcalinotérreos o de transicién divalentes- para llevar a
cabo la catélisis. Un ejemplo de estas enzimas es la hexoquinasa, participe en la glucélisis, que usa
Mg?* o Mn?*, [58]. Algunas, incluso, llegan a contener hasta tres cationes metdlicos en su sitio activo
como es el caso de las fosfatasas alcalinas [34].

Las nucleasas son las enzimas que hidrolizan los enlaces fosfodiéster que unen los polimeros de
acidos nucléicos (como ARN y ADN) transfriendo los grupos nucleotidilos a un grupo hidroxilo del
agua [15], [42]. Algunas polimerasas tienen actividad de nucleasa, tal es el caso de la Polimerasa I de
ADN presente en la Escherichia coli. [15]

Las nucleasas pueden, a su vez clasificarse en endonucleasas y exonucleasas dependiendo del lugar
en donde realizan el corte dentro del ADN o ARN. Las exonucleasas cortan los tltimos fosfodiésteres
de la cadena, liberando el nucleétido final (o inicial) de la cadena. Por el contrario, las endonucleasas
hacen cortes en posiciones no fmales de las cadenas.[15] Las llamadas endonucleasas de restriccion
tienen gran importancia en el campo de la tecnologia de ADN recombinante o mds comunmente
llamada ingenieria genética, puesto que reconocen y cortan ADN en secuencias especificas generando
fragmentos mds pequenos [45]. Hay una gran cantidad de literatura al respecto [15], [42], [45], [58].

Existen dos diferentes mecanismos usados por las nucleasas para romper los enlaces fosfodiésteres
del ADN o ARN. Uno de ellos es una hidrolitico, es decir el agua activada por la enzima (hidroxilo) es
el nucledfilo, y el otro, usado por algunas endonucleasas de reparacién de ADN, implica el rompimiento
inicial de un enlace C-O y una posterior ruptura del enlace P-O. Este tipo de reaccién normalmente

se lleva a cabo por liasas y no necesita agua.
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El mecanismo hidrolitico es el que se quiere imitar en este estudio. Las enzimas utilizan varios
procesos para disminuir la energia de activacién de la reaccién. Se cree que usan mecanismos de
catélisis dcida y bdsica generales, vide supra, sin embargo también estabilizan electrostdticamente las
cargas en los intermediarios y estados de transicién asi como de los grupos salientes.

A continuacién se describe detalladamente la estructura y mecanismo catalitico de FcoRI, la en-

donucleasa de restriccién més comin y conocida, aislada de la bacteria Fscherichia coli.
Ejemplo 1 EcoRI

La enzima FcoRI es una enzima dimérica que cataliza la ruptura de ADN de doble hélice en la
secuencia palindrémica de bases G|AATTC, con una eficiencia catalitica (k.q/ Kar) del orden de
10 M—1s71, lo cual implica una aceleracién de 17 6rdenes de magnitud, comparando con el estimado
para el ADN. (Ver tabla 1) Esta nucleasa necesita Mg?*t, ya que, si no estd presente, aunque se une
especificamente al ADN, no se lleva a cabo la catélisis [24].

Actualmente, se sabe que el centro catalitico de esta enzima estd formado por un complejo mono-
catiénico, en el que el magnesio, hexacoordinado, se encuentra localizado en un pequefio tridngulo
formado por una de las hélices del ADN y una cadena poliprotéica perteneciente a la enzima doblada,

ver figura 7.

Figura 7. [24]. Sitio catalitico en el que se encuentra el Mg?T, interactuando por un lado con la
cadena de ADN (en esta figura, a la izquierda y para claridad, se ilustrd sélo una hélice) y por otro

lado con los extremos carboxilados de algunos aminodcidos.
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El rompimiento ocurre con una inversién en la configuracién del dtomo de fésforo, y hay evidencia
suficiente para creer que el nucleéfilo es una molécula de agua activada por un grupo fosfato adyacente
al fosfato con el enlace labil. De acuerdo con informacién experimental [23], [24], se sabe que el
mecanismo procede de la siguiente manera: (ver figura 8) una base general, X, que es un oxigeno
perteneciente al grupo fosfato 3” sustrae nucleofilicamente un protén al agua atacante, formando asf
OH™, que concertadamente ataca al 4tomo de fésforo con el enlace labil. E1 Mg?t actiia como dcido
de Lewis polarizando el enlace 14bil P-O y por lo tanto incrementando la electrofilia del P. Ademsés,
una segunda molécula de agua en la esfera de coordinaciéon del magnesio estabiliza el grupo saliente,
protonando al oxigeno del lado 5° al enlace 14bil. Los otros dos ligantes que estabilizan al magnesio

son los aminodcidos Asp91 y Glulll.

EcoRI A

A

G
H,0 Lysi13
enlace atacante
lahil
1l.
+
) Mgz
rotonant
Glulll

Asp9l

Figura 8. [23]. Modelo molecular del centro catalitico de EcoRI. Para mayor claridad sdlo se ilustran
los aminodcidos y el esqueleto fosfoazucarado directamente implicados en el mecanismo catalitico. La
molécula de HoO forma un puente de hidrégeno con el fosfato del grupo 8~ al enlace ldbil. La

sequnda agua de hidratacion se une mediante un puente de hidrégeno al grupo saliente.

La selectividad de la enzima es tan grande que la sustitucién del Mgt por Mn?* provoca que la

reaccién sea mucho maés lenta, se estima que esta desaceleracién puede llegar hasta 10° veces. Por otro
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lado, si se sustituye con Ca?* o Ba?* la enzima se inhibe completamente.[63]

De acuerdo con lo explicado, resulta evidente que el modelo mecanistico a seguir es el utilizado por
las enzimas, debido a su gran eficiencia y selectividad, las enzimas usan todas las herramientas posibles
(practicamente todos los mecanismos explicados en el apartado 2.3.1) lo cual explica ampliamente el
porqué de tan eficiente catélisis. Es dificil disefiar un sistema que imite todos los rasgos mecanisticos

de las enzimas, sin embargo esa es la meta final.

Uso de sistemas cataliticos con lantanidos. Coordinacion de lantanidos.

De acuerdo con las caracteristicas de los centros activos enziméticos resulta evidente que para que
los sistemas artificiales sean eficientes deben contener cationes metdlicos que sean capaces de coordinar
nucledfilos sin disminuir demasiado su nucleofilia. Si ademés es posible formar especies dinucleares, el
efecto se sinergiza, como se discutié en la seccién 2.3.1.

En anos recientes, los complejos de lantdnidos han llamado la atencién por su alta reactividad
fosfodiesterolitica. Se ha observado que son més activos que los complejos de metales de transicién
por tener mayores estados de oxidacién (son cationes de Lewis méds dcidos) y por tener nimeros de
coordinacién mayores, lo cual permite tener interaccién con los sustratos y albergar mayor cantidad de
nucledfilos. La fexibilidad de la esfera de coordinacién de los lantdnidos les permite unirse fuertemente
tanto al estado basal como al de transicién en la catdlisis [4]. Asimismo, los complejos dinucleares,
frecuentemente encontrados en sistemas con lantanidos [8], [11], [38], [39], [59], actian con un efecto
combinado como el que se describié en el esquema 1, teniendo asi un efecto catalitico elevado.

Ademss, tienen mecanismos hidroliticos que generan productos definidos a diferencia de los proce-
sos de 6xido-reduccién que presentan los sistemas de complejos de Cu?t y Fe3*, lo cual es importante
para las posibles aplicaciones en ingenieria genética [53]. De acuerdo con ésto, las ventajas sobre
sistemas andlogos con cationes de transicién son notables.

Examinemos méds detenidamente las propiedades coordinativas de los lantdnidos.

Los cationes trivalentes de lantdnidos se comportan como dcidos duros de Lewis [53] y conse-
cuentemente tienen preferencia de unién con aniones duros como el oxigeno. Ademads sus enlaces son

predominantemente electrostaticos y no direccionales. Sus nimeros de coordinacién son grandes (hasta
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12) y no se ha encontrado una relacién entre el radio iénico y el nimero de coordinacién, tampoco con
las constantes de estabilidad con diversos aniones, como acetato, que no siguen tendencias definidas.
La primera caracteristica se explica en parte por el efecto de contraccién que los lantdnidos presentan,
sin embargo este efecto no explica que se hayan encontrado discontinuidades en las constantes de
formacién con algunos aniones [53]. En estudios previos se ha explicado que este comportamiento se
debe a que existen diferencias en la esfera de coordinacién de los lantdnidos méds pesados, afectando
la entropia asociada a la reaccién de sustitucién de moléculas de agua [19], [49].

Por otro lado, la acidez de los acuoiones de lantdnidos aumenta al disminuir el radio i6énico, los pK,
varfan de 9.33 para La a 8.17 para Lu. Consecuentemente una cantidad apreciable de hidréxidos se ha
formado ya a pH 7, lo cual es indeseable siempre, ya que éstos son muy insolubles (pK ~ 10720 — 10722
M~*) y facilmente coprecipitan con iones inorganicos simples como nitrato o cloruro, que disminuyen
todavia mds su solubilidad [37]. A pesar de esto, hay evidencia de formacién apreciable de hidroxoe-
species mono y dinucleares cuando estdn estabilizados con ligantes orgdnicos apropiados. Es evidente
entonces, que la seleccion del ligante es de gran importancia si se quiere estabilizar suficientemente las
hidroxoespecies presumiblemente activas.

Existe una gran cantidad de ligantes que se han empleado con el propésito de generar complejos
suficientemente estables y activos hacia la fosfoesterdlisis. Entre ellos se encuentran los polihidroxilados
[16], [17], los que contienen porciones carboxiladas [8], [46], a-aminodcidos y péptidos y sus derivados
[38], [28], [62], y ligantes macrociclicos polidentados como éteres corona con diferentes sustituyentes
[10], [43], [48], [51], [53]. Muchos de estos trabajos también reportan complejos con ligantes mixtos. En
la tabla 4 se condensan datos cinéticos para la ruptura de BNPP por lantdanidos con diferentes ligantes
mostrados en el esquema 2. Como los sistemas siguen diferentes leyes de velocidad y muchas veces éstas
no se conocen con exactitud, se incluyeron las constantes de velocidad observadas a las condiciones
dadas de concentracién, temperatura y pH. También se incluyeron las constantes de formacién de los

complejos Ln-ligante 1:1.
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Tabla 4. Pardmetros cinéticos para la ruptura de BNPP y constantes de formacidn para sistemas

Ln(III)-ligante

Cation Ligante y condiciones
La(I1I) sin ligante, pH 7.0, 50°C
Sm(III) sin ligante, pH 7.7, 37°C
Eu(1II) sin ligante, pH 7.0, 50°C
Er(III) sin ligante, pH 7.0, 50°C
La(III) BTP 20 mM, pH 9.3, 25°C
La(II) Bis-Tris 0.5 mM, pH 9.8, 50°C
Sm (I1T) Arg 90 mM, pH 8.4, 37°C
La(III) Gly 5 mM, pH 9.2, 25°C
La(I1I) 15 mM, pH 9.3, 25°C
La(II) 2 5 mM, pH 9.25, 25°C
La(III) 3 5 mM, pH 9.5, 25°C
Eu(Il)  P5L (péptido) 0.1 mM, pH 9.0, 37°C
Eu(I1I) 4 5 mM, pH 7.0, 50°C
Eu(1II) 5 5 mM, pH 7.0, 50°C
La(I1I) DO2A 1 mM, pH 9.21, 25°C
Eu(I1I) DO2A 1 mM, pH 8.33, 25°C
Eu(III) K21DA 1 mM, pH 8.5, 25°C
Eu(Il) 65 mM, pH 7.0, 50°C, 7% MeOH
Eu(11I) HEDTA 1 mM, pH 8.43, 25°C
Sm(III) 18-cw-6 3mM, Arg 15mM, pH 7.0, 37°C

[Ln],

mM
2
3

0.5

1.5
1.5

-1
kobs,l7 S

5.6x1076
4.4%x1074
1.0x1074
3.2x107%
4.5x10~%
7.3x1073
5.4x107%
3.0x1073
6.0x107%
4.3x1073
1.1x1074
5.0x1077
7.9x107°
1.1x1073
1.25x107°
2.2x107°
1.0x1077
5.68x1074
1.69x10~7
6.25x10~%

log B119

2.3
4.7
1.0
3.140.1
2.11+0.06
2.774+0.03
4.740.3
3.85
3.45+0.04
4.10+0.04
10.940.12)
13.040.1%)
11.85%
1.23%)
15.540.1")
6.259)

Ref.

a) Tomadas de [9], b) Tomada de [70] , ) En HoO/MeOH 4:1, d) Constante donde i = Ln(III), j = corona, k
111

= (X-aa, 5110: 3737, /8101: 1,29
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Esquema 2.

Como puede observarse en la tabla 4, la mayor parte de los ligantes que han sido usados para
desarrollar sistemas con actividad fosfoesterolitica presentan constantes de velocidad observadas més
grandes que los cationes lantdnidos sin ligante, (ver las primeras 4 lineas) y aunque en la mayoria de
los casos los pHS son mayores para los sistemas con ligante, es necesario recordar que sin ligante los
sistemas empiezan a precipitar a valores de pH apenas por arriba de la neutralidad. Los mejores efectos
de aceleracion (kops1 arriba de 1073 s71 ) se lograron con sistemas con Ln = La(III), sin embargo

los valores de pH son grandes (arriba de 9). A valores neutros de pH, el mejor sistema es el formado
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por Eu(III)-5 no obstante, este sistema fue estudiado a 50°C. El sistema combinado Sm(III)-corona-
«-aa presenta también una muy buena aceleracién a 37°C. Todos estos sistemas tienen en comun
que sus constantes de formacién para los complejos 1:1 Ln-ligante no son muy grandes. Los complejos
macrociclicos que tienen constantes de formacién muy grandes, presentan constantes de velocidad muy
por debajo a las que presentan los lantdnidos libres (ver los sistemas Ln-corona y Ln-HEDTA). Por otro
lado, si la constante de formacién es muy pequena, como el caso de Sm(III)-Arg, o La-BTP se necesita
una concentracién elevada de ligante, para favorecer la complejacion. Esto no siempre es deseable,
por que algunos ligantes, como veremos més adelante, ejercen un efecto inhibitorio a concentraciones
grandes. Las variaciones de kqps 1y log 8119 de los sistemas La-derivado a-aa apoyan la idea de que
los mejores sistemas son aquellos que tienen constantes de formacién intermedias.

Otra caracteristica importante de los ligantes es su basicidad. Se prefieren ligantes cuyo pK, sea
cercano a 7, o menor, para asegurar que a las condiciones de trabajo, éste se encuentre totalmente
desprotonado y haya una concentracién efectiva elevada para la complejacién con el catién. Esto
también es una desventaja para los sistemas Ln-a-aa, puesto que sus valores de pK, son mayores a 9.

El sistema Eu-P5L, a pesar detener una constante de formacién intermedia, presenta una reac-
tividad muy baja. El problema con los péptidos relativamente grandes como P5L (12 aminodcidos)
es que la orientacion requerida para formar el complejo activo con el ion metélico y el sustrato puede
implicar conformaciones termodindmicamente desfavorables del péptido [53]. Por otro lado si se usa un
s6lo aminodcido como cofactor, los resultados pueden ser mucho mejores, como es el caso del sistema
combinado anteriormente mencionado.

Ahora, comparando los sistemas con a-aa, podriamos afirmar que la interaccién de lantdnido con
una porcién guanidino (de Arg) no es favorable para la complejacién. Por otro lado, los sistemas
Eu(III)-4 y Eu(III)-5 sélo difieren en la longitud de la cadena de la porcién carboxilica de la corona,
no obstante al aumentar de 2 a 4 metilenos, la actividad aumenta en més de 2 érdenes de magnitud.
Probablemente el carboxilo interactiie con el catién, favoreciéndose la unién si la cadena aumenta.
Finalmente, notamos que la introduccién de porciones imidazdlicas en la corona 6 resulté en un
aumento pronunciado de la reactividad.

Resumiendo, tenemos entonces que el ligante a usar debe tener un pK, cercano a 7 y debe formar
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complejos Lin-ligante con constantes de formacién intermedias. Ademds es deseable que presente al
menos un carboxilo en la estructura y podria ser conveniente la presencia de un fragmento imidazélico.
También serfa deseable que el ligante tuviera un N en posicién a de tal manera que fuera un derivado
de aminodcido.

De acuerdo con estas caracteristicas, se escogieron los ligantes derivados de aminodcidos mostrados
en la figura 9, que tienen constantes de formacién intermedias (alrededor de 4 para el complejo 1:1
metal-ligante) y valores de pK, cercanos a la neutralidad (alrededor de 6.5), vide infra. Ademss si
pensamos que el ligante interacciona con el catién metdlico con un oxigeno y un nitrégeno adyacentes,
los complejos formarian ciclos de cinco miembros, que son muy estables [2].

Asi, en este trabajo se estudiaron los sistemas formados por cationes Ln (III) (Ln = La3*, Pr3*,
Nd3*, Eut y Dy3*t) estabilizados con éstos ligantes, caracterizando las especies responsables de la
actividad catalitica y variando las condiciones de reaccién (como pH, fuerza iénica, concentracion
y relacién metal-ligante), y también se estudi6 el efecto inhibidor de aniones con atencién especial
a ésteres y fosfoésteres, ya que permiten, como se verd posteriormente esclarecer el mecanismo de
reaccion. Se presto especial énfasis en el ligante 4-ICA ya que sus complejos con Ln(III) presentaron

actividad fosfodiesterolitica sobresaliente.
o
Q o) °
~y O b
D : N
(o) (o]

\ N \ N \ N
H H H

4-ICA 2-ICA 4-1A

Figura 9. Ligantes usados en este trabajo. La mayor cantidad de estudios se realizaron con 4-ICA.

Debido a que este sistema se escogié considerando los resultados obtenidos anteriormente e imitan-
do los centros activos de las enzimas, se esperaria que alguno de los sistemas presentara una actividad

elevada que pudiera permitir, en principio, el diseno de una aplicacién préctica.
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Capitulo 3

Objetivos de la tesis

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, resulta muy conveniente, tanto para las potenciales apli-
caciones en ingenierfa genética como las dirigidas hacia quimica ambiental, el desarrollo de sistemas
cataliticos eficientes para la hidrélisis de ésteres fosfato, particularmente diésteres fosfato, debido a su

alta estabilidad.

3.1. Objetivo general

Estudiar la actividad catalitica de complejos de cationes de lanténidos trivalentes (La, Pr, Nd, Eu,

Dy) con los ligantes 4-ICA, 2-ICA y 4-IA hacia la hidroélisis acuosa de un fosfodiéster modelo (BNPP).

3.2. Objetivos particulares

> Evaluar la actividad catlitica de los sistemas con las diferentes combinaciones de metal-ligante.
Encontrar los éptimos de actividad para cada caso en funcién de las diferentes variables: pH,

concentraciones y relaciones de concentracion.

> Comparar y explicar las diferencias en actividad que pudieran presentarse entre los sistemas al variar

los iones metdlicos o ligantes y las deméds condiciones de reaccidn.

> Para los sistemas que presenten actividad fosfodiesterolitica sobresaliente, correlacionar la distribu-
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cién de especies en disolucién, con los resultados cinéticos para identificar a la o las posibles

especies activas.

> Analizar mediante estudios cinéticos y de equilibrios en disolucién, el efecto de algunos aniones
comtnes (Cl7, NOg, ClOy) y de ciertos carboxilatos y fosfoésteres (acetato, bromoacetato,
difioroacetato y dietilfosfato) en la hidrélisis de BNPP para poder esclarecer ciertos detalles

mecanisticos de la catalisis.
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Capitulo 4

Parte experimental

En este capitulo se describen los materiales y las técnicas que se usaron para llevar a cabo la parte
experimental que requirié este trabajo. En el apéndice se presenta informacién mads vasta sobre las

ecuaciones utilizadas para realizar los ajustes de los resultados cinéticos.

4.1. Reactivos

4.1.1. Sustrato

Para los experimentos cinéticos se utilizé como un sustrato modelo activado, el bis-4-nitrofenilfosfato,
BNPP, esquema 3. La hidrdlisis de este fosfodiéster es irreversible produciendo en dos pasos consecu-
tivos el anién nitrofenolato, que puede monitorearse midiendo su absorbancia en el visible, ya que tiene
un méximo de absorbancia a 400 nm. y un coeficiente de absortividad molar de 18000 M ~tcm~!.(Ver

seccién 4.5.1 y apéndice).

o NO, bis-4-nitrofenilfosfato, sal de sodio
o
e /©/ Aldrich, 99.99% pureza
ON o ©
Masa molar 362.2 g/mol, pK, 1.04%)

BNPP
Recristalizado de una mezcla de etanol/agua

Esquema 3. Sustrato modelo utilizado para los estudios cinéticos

3) Calculado a partir del programa ACD pKa Ver. 3.00 de Advanced Chemistry Development Inc.
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4.1.2. Ligantes

Los tres ligantes que se usaron y que se presentan en la figura 9, y en la tabla 5, se usaron como
sales de sodio, para esto se prepararon disoluciones de concentracién conocida que se neutralizaron

con disolucién de hidréxido de sodio valorado.

Tabla 5. Caracteristicas de los ligantes usados

Acido 4-imidazolcarboxilico, sélido
4-ICA Aldrich, 98 % pureza.
Masa molar 112.09 g/mol, pK, 6.23,%) 6.59")

Acido 1-H-2-imidazol carboxilico, sélido
2-ICA Aldrich, 97 %
Masa molar 112.09 g/mol, pK, 6.59P)

Acido 4-imidazol acético clorhidrico

4-TA-(HC1) Aldrich, 98 % pureza.
Masa molar 162.58 g/mol, pK, 7.70)

a) Obtenido en este trabajo, ver capitulo 5.1.2.

b) Calculado a partir del programa ACD pKa Ver. 3.00 de Advanced Chemistry Development Inc.

4.1.3. Sales metdlicas y otras

Se prepararon disoluciones estdndar de concentracién conocida de las sales que se presentan en la
tabla 6, y en caso de ser necesario se neutralizaron con disolucién de hidréxido de sodio valorado. A

partir de estas disoluciones se tomaron alicuotas para hacer los experimentos.
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Tabla 6. Sales usadas

Perclorato de lantano, disolucién al 40 %

LnX3 La(ClO4)3 Aldrich, 99.9 % pureza
Masa molar 437.26 g/mol, pK, (acuoion) 9.33
Perclorato de praseodimio, disolucién al 40 %
Pr(ClO4)3 Aldrich, grado reactivo
Masa molar 439.26 g/mol, pK, (acuoion) 8.82
Perclorato de neodimio, disolucién al 50 %
Nd(ClOy4)3 Strem Chemicals, 99.9 % pureza
Masa molar 442.67 g/mol, pK, (acuoion) 8.70
Nitrato de neodimio hexahidratado, sélido
Nd(NO3)3 Strem Chemicals, 99.9 % pureza
Masa molar 438.35 g/mol
Perclorato de europio, disolucién al 50 %
Eu(ClO4)3 Aldrich, 99.9 % pureza
Masa molar 450.31 g/mol, pK, (acuoion) 8.59
Perclorato de disprosio, disolucién al 40 %
Dy(ClO4)3 Aldrich, grado reactivo
Masa molar 460.85 g/mol, pK, (acuoion) 8.37
Cloruro de sodio, sélido
NaX, NaCl Aldrich, pureza > 99.0 %
Masa molar 58.44 g/mol
Nitrato de sodio, sélido
NaNO3 Aldrich, grado reactivo

Masa molar 84.99 g/mol

33



Perclorato de sodio, sélido
NaClOy Aldrich, pureza > 98.0 %
Masa molar 122.44 g/mol

Acetato de sodio, sélido
CH3COONa Técnica Quimica, 99.9 % pureza
Masa molar 82.04 g/mol, pK, 4.75, [47]

Acido Bromoacético, sélido
CH2BrCOONa Aldrich, grado reactivo, 97 % pureza
Masa molar 138.95 g/mol, pK, 2.90 [22]

Diflioroacetato de sodio, liquido

CHF2COONa Aldrich, 98 % pureza

Masa molar 96.03 g/mol, pK, 1.34 [47]

Difenilfosfato de sodio, sélido 99 % pureza
Fosfatos DPP(Na) Aldrich, 99 % pureza

Masa molar 250.19 g/mol, pK, 1.85 [47]

Dietilfosfato de bario, sélido
Ba(DEP), Sintetizado, ver seccién 4.4.

Masa molar 443.27 g/mol, pK, 1.39 [31]

4.2. Acidos, bases, disolventes y buflers

Todos los experimentos cinéticos y potenciométricos se llevaron a cabo en disoluciones acuosas,
para los experimentos cinéticos se usé el buffer TRIS, esquema 4, para fijar el pH alrededor de 8. El
agua que se usé fue en todos los casos destilada y desionizada mediante el sistema Barnsted Nanopure.
Para modificar el pH de las disoluciones se usaron NaOH, previamente estandarizada frente a biftalato
de potasio como patrén primario; y HCl previamente valorado con la sosa estandarizada. Para las

titulaciones potenciométricas, se usé como titulante metilamina previamente valorada con HCI.
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NH

2
Ho/?\ Tris(hidroximetil)-aminometano, sélido
L OH Aldrich, pureza > 99.99 %
TRIS Masa molar 121.14 g/mol, pKa 8.09 [40]

Esquema 4. Buffer utilizado para los estudios cinéticos

4.3. Equipo

Las mediciones de volimenes se realizaron con micropipetas Pipetman Gilson con volumenes vari-
ables. Las mediciones de pH se realizaron con dos potenciémetros digitales: para los estudios cinéticos,
uno con precisién de centésimas, ORION, modelo 420-A y para los estudios potenciométricos uno con
precisién de milésimas ORION, modelo 710-A. Se usé un electrodo combinado ORION Thermo ROSS
para los estudios potenciométricos y uno CORNING para los estudios cinéticos, que permiten el uso
de amortiguadores derivados del TRIS. Para la calibracién de los electrodos se usaron amortiguadores
de pH frescos, a 25°C, pH 4.00, 7.00 y 10.00 (Aldrich, precisién de £0.01). Durante los experimentos
cinéticos como potenciométricos se mantuvo la temperatura constante mediante un bano recirculador
Fischer Scientifics Isotemp 1016S (40.1°C), verificando la temperatura con un termémetro digital
Digi-Thermo (£0.1°C). Las mediciones espectrofotométricas en la regién del visible y del ultravio-
leta se realizaron con dos equipos: un Hewlett-Packard 8453 con sistema multiceldas termostatado
y un UNICAM UV 500 con sistema multiceldas termostatado. Los espectros de RMN-'H y de 3'P
se obtuvieron en un espectrémetro Varian Gemini 300 NMR de la Unidad de Servicios de Apoyo a
la Investigacion de la Facultad de Quimica de la UNAM vy los anédlisis elementales se realizaron en
un analizador elemental FISONS EA1108 para la determinacién de carbono, nitrégeno, hidrégeno y

azufre, también de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacién de la Facultad de Quimica.

4.4. Software

Para llevar a cabo el tratamiento de los datos mediante ajustes lineales y no lineales se utilizé

el programa Microcal Origin Ver. 5.1 de Microcal Software, Inc. Los valores de pK, de los ligantes
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fueron calculados para comparar con los valores experimentales, con el programa ACD pK, Ver. 3.00 de
Advanced Chemistry Development Inc. Las constantes de equilibrio fueron calculadas con el programa
Hyperquad 2000 Ver. 2.1 NT. y los diagramas de especies se realizaron a partir de las constantes de

equilibrio calculadas usando el programa Species Ver. 0.8 Academic Software 1999 de K.J. Powell. [1]

4.5. Sintesis y caracterizacién de Ba(DEP),

Se sintetizo dietil fosfato de bario mediante una hidrélisis bdsica de trietilfostato, usando un exceso
de Ba(OH)2e8H20. La mezcla de reaccién se calenté a reflijo durante 48 horas y se eliminé el exceso
de bario como carbonato burbujeando diéxido de carbono a la disolucién hasta tener un pH cercano a
7. La disolucién se evaporé a sequedad para obtener la sal de bario, que posteriormente se recristalizé
de una mezcla agua/etanol 1:17 como se describe en la referencia [32].

La identificacién del producto de reaccion se llevé a cabo con las técnicas espectroscépicas RMN de
H y de 3'P y anilisis elemental. Para obtener los espectros de resonancia se prepararon disoluciones
del producto con 20% de D50 en tubos de resonancia Aldrich de 5mm. Como referencia se tom¢ la
senal de HoO en 4.68 ppm. En las figuras 10 y 11 se muestran los espectros obtenidos, que representan
la estructura esperada del compuesto: el espectro de protén presenta sélo dos senales que concuerdan
con las esperadas para los metilos y metilenos equivalentes. El espectro de 3'P presenta sélo una sefial
que corresponde a la presencia de un sélo tipo de fésforo.

El anilisis elemental se utilizé para confirmar la férmula del producto y saber si éste tenia agua de
hidratacién. Se obtuvieron los siguientes resultados: %C: 21.48699 y %H: 4.55519; que coinciden con
los esperados dentro del limite del error: %C: 21.66 y %H: 4.55
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Figura 10. Espectro de RMN-'H del producto de reaccion
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Figura 11. Espectro de RMN-3'P del producto de reaccion
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4.6. Técnicas experimentales empleadas

4.6.1. Espectrofotometria y Cinética

Los experimentos cinéticos se llevaron preparando las disoluciones de reaccién en celdas de cuarzo
de 1 cm de paso éptico, combinando las cantidades apropiadas de disoluciones frescas de ligante,
Ln(III), TRIS como amortiguador de pH y HCl o NaOH para ajustar el pH, a temperatura constante
(25 £ 0,1°C). Se midi6 el pH al inicio y al final de la reaccién para verificar que no hubiera diferencia.
Para iniciar la reaccién se agregé la cantidad apropiada de disolucién estdandar de BNPP, tal que el
volumen total del sistema fuera de 2.5 mL. De acuerdo con lo que se ha encontrado anteriormente
en nuestro grupo de trabajo [60] la adicién de sales (ya sea de cloruros o de percloratos) para fijar la
fuerza i6énica provoca un descenso pronunciado en la reactividad (ver seccién 5.1.5). Ademds, al variar
los valores de pH o la concentracién del i6n metalico en los intervalos de trabajo, la fuerza iénica
apenas cambia un 5 % del total, por eso se decidi6 no fijar esta variable.

Las reacciones de hidrélisis de BNPP se siguieron midiendo espectrofotométricamente la apariciéon
del anién 4-nitrofenolato a 400 nm., ver esquema 5. En la figura 12a se muestran los espectros de
absorcién de la mezcla de reaccién, en donde se advierte un pequeiio maximo a 289 nm que disminuye
con el tiempo, debido a la desaparicién de BNPP y un maximo a 400 nm que aumenta al aumentar
la concentracién de nitrofenolato. Nétese también el punto isosbéstico, que indica que hay una séla

especie que se estd formando.

0 B 0
II obs,1 II _ _
ON 0—P—0 No, ——= ON 0—P—0~ + O NO,
| _ hidrolisis c',-
MNPP
BNPP
ﬁ kobs,z (I)I
O,N 0—P—0~ —  O0—P—0  + O- NO,
(l)_ hidrélisis (|)-

Esquema 5
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En todos los experimentos se usé la absorcién molar del 4-nitrofenolato corregida por la ionizacién
incompleta del producto, es decir parte del producto se encuentra protonado y esto cambia la ab-
sorbancia (ver apéndice). Las disoluciones de este anién son muy coloridas, asi su espectrofotometria
en el UV-visible es sencilla y sensible ya que permite detectar cantidades del orden de 1076 M. [60].

Ver esquema 6.

20000 T T T T T T T T T

16000 i
OH o)

K, = 107-08 12000 L

8400

8000 E

NO, NO, -

Amax = 400 nm

Esquema 6. pK, del anion 4-nitrofenolato y variacion de su coeficiente de absortividad molar de

acuerdo al pH (ver apéndice).

Las curvas cinéticas obtenidas (datos de absorbancia contra tiempo) se ajustaron a un modelo de
hidrdélisis consecutivas en el que primeramente se libera un equivalente de 4-nitrofenolato quedando
MNPP y posteriormente se libera una segunda molécula de 4-nitrofenolato y como remanente quedando
fosfato, ver esquema 5. Al resolver las ecuaciones diferenciales que se obtienen para encontrar la
concentracién del 4-nitrofenolato en cualquier tiempo, se llega a la ecuacidn 4.1 (ver apéndice). Para
llevar a cabo los ajustes no lineales por minimos cuadrados se empleé el programa Origin Ver. 5.1. En

la figura 12b se muestra una gréafica de A wvs t ajustado de acuerdo con la ecuacion 4.1.
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Figura 12. a. Ejemplo de espectros obtenidos a diferentes tiempos en un experimento cinético. b.
Ejemplo de curva cinética a 400 nm ajustada de acuerdo con la ecuacion 4.1. Los sistemas consisten

en Nd(III), 4-ICA 2mM cada uno, BNPP 0.0274 mM, TRIS 100 mM, a pH = 8.65.

kobs,le_kObs’Qt + (kobs,l - 2k0b572)€_k0bs’1t

kobs,Z - kobs,l

A(t) ZAo—i-ENF(pH)l[BNPP]o 24 (4.1)

Donde A(t) es la absorbancia a cualquier tiempo y Ag es la absorbancia a ¢ = 0. En principio, esta
cantidad deberfa ser 0 sin embargo en realidad, ya pasaron algunos segundos de la reaccién antes de
empezar a leer y se requiere esta pequena correccién.

enr es el coeficiente de absortividad molar (escrito con la dependencia del pH explicitamente), {
es la longitud de paso éptico, que para los experimentos cinéticos siempre fue de 1 cm.

[BNPP]y es la concentracién inicial de sustrato, que siempre es mucho menor que los demés
componentes tal que la velocidad de la reaccién sélo dependa de éste. Esta cantidad se corrigié en
todos los casos considerando el error experimental de absorbancia inicial, cambiando la concentracién

inicial del sustrato. El factor de correcién es la cantidad (1 — ﬁ). Finalmente kops 1 ¥ Kops,2 son las
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constantes de velocidad de la hidrdlisis de BNPP y MNPP respectivamente. Las constantes empleadas
en este trabajo corresponden a ks 1, que son las constantes de hidrélisis del fosfodiéster.

Se realizaron titulaciones espectrofotométricas en sistemas con NdA(III), aprovechando que éste
presenta bandas de absorciéon hipersensibles y que se emplean para fines analiticos, entre 570 y 590
nm, y alrededor de 800 nm, como se aprecia en su espectro de UV-visible en la figura 13. Estas bandas

del ion metdlico han sido empleadas para estudios de su coordinacién [57], [71] ver seccion 5.1.3.

012 T T T T T T T T T T T T T T

0.10—-
0.08—-
0.06—-
0.04
0.02—-

0.00

T T T T T T T T T T T T T T
500 550 600 650 700 750 800 850
A nm

Figura 13. Espectro visible-UV de Nd(ClO4)s ImM, pH = 5.85.

En general, el coeficiente de absortividad molar para las transiciones de electrones en los orbitales
f, es muy pequeno, por lo que se usaron celdas de 5 cm de paso éptico. El procedimiento experimental
que se siguié para estas titulaciones consiste en preparar en la celda 10 a 15 mL de disolucién, que
contiene Nd(III) y ligante en concentraciones de 2 a 4 mM cada uno, TRIS 10 mM y NaCl 50 mM.
El pH se varié anadiendo alicuotas de disoluciones de base o acido. En algunos casos se varié la
concentracién de alguna sal, anadiendo alicuotas de una disolucién estdndar de dicha sal. El pH se
mide antes y después de terminar la titulacién. Para estos casos el equipo utilizado fue un UNICAM

UV 500 con precisién de 0.1nm y software versién 3.2.
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4.6.2. Potenciometria

Las titulaciones potenciométricas fueron realizadas en una celda de 75 mL, a temperatura constante
(25 £+ 0,1°C) y bajo presién constante de nitrégeno para evitar la presencia de COq en la disolucién,
ya que los carbonatos de lantdnidos son muy insolubles [37]. Se fij6 la fuerza iénica agregando una
disolucién de NaCl de concentracién conocida. Las mediciones de pH se realizaron con un electrodo
combinado Orion ROSS 810 y un potenciémetro digital Orion modelo 710-A. El volumen inicial de
las titulaciones fue de 25 mL.

El electrodo se calibré usando amortiguadores estdndar, como se describié en la seccién 4.2, pos-
teriormente se calibré en términos de la concentracién de protones, llevando a cabo una titulacién de
dcido clorhidrico de concentracién conocida con hidréxido de sodio o metilamina.

Llevando a cabo un balance de masas de los componentes presentes en la disolucién, se puede llegar

a la ecuacion general de una titulacién de 4cido fuerte con base fuerte: [26]

_ Vo(Cuy — [Hf + Ku[H]™Y)

V= G v HY — Ruli] ! 4.2)

Donde V es el volumen de las adiciones de base B, con concentracién Cp,

Vo es el volumen inicial de la celda (en nuestro caso, siempre 25 mL)

Ch, es la concentracion inicial del 4cido titulado,

K, es la constante de disociacién del agua,

[H] es la concentracién de protones tomada directamente de las lecturas de pH (no corregida, vide
infra) y

f es el factor de correccién, funcién de la temperatura, los coeficientes de actividad y el potencial
de unién liquida (junction potential) [26].

Asi, conociendo V, Vi, Cp, Cp, v [H] es posible calcular f y K, experimental, ésto se realizé me-
diante un ajuste de minimos cuadrados. La calibracién del electrodo en términos de la concentracién
de protones es necesaria por lo siguiente: formalmente, la diferencia de potencial producida por un
cambio en el pH estd definida en términos de la actividad del protén, por lo tanto las constantes de

formacién que se determinen usando los valores de pH directamente de las mediciones potenciométri-
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cas, serdn constantes mixtas. Dado que las constantes de formacién estdn definidas en términos de
concentraciones, es conveniente tener valores de pH en términos de concentracién, esto se logra con
el factor f de acuerdo con la ecuacién 4.3, donde pH’ se refiere al pH tomado directamente de las

titulaciones.

pH = pH —log f (4.3)

En la figura 14 se muestra un ejemplo de titulacién con su respectivo ajuste por minimos cuadrados
de acuerdo con la ecuacién 4.2. Entonces, al obtener un valor de f confiable, los valores de pH obtenidos
en las titulaciones posteriores de los sistemas de interés (Ln(III) + ligante) se corrigieron de acuerdo
con la ecuacién 4.3. Es necesario tomar en cuenta que la fuerza iénica debe mantenerse constante
adicionando un exceso de una sal inerte para evitar variaciones adicionales de la diferencia de potencial

estdndar que pudieran repercutir en las mediciones del pH [26].
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= Cg 0.148210.0005
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=
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Figura 14. Ejemplo de calibracion del electrodo. Para encontrarse dentro de los limites aceptables del

error experimental, f debe valer entre 0.8 y 1.25. [26]
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La preparacién de un sistema tipico a titular consiste en mezclar las cantidades adecuadas de
disoluciones esténdar de Ln(III), ligante, NaCl para fijar la fuerza iénica y en casos particulares alguna
otra sal. Las concentraciones de ion metélico y ligante se emplearon entre 1 y 5mM; el NaCl a 50mM.
Las concentraciones de las sales eventualmente agregadas variaron entre 5 a 10 mM. A la disolucién
termostatada, desgasificada y en atmdésfera de Ny se le adiciona pequenos volimenes (de 5 a 100 pL)
de base, generalmente metilamina, de concentracién conocida. Se siguieron las recomendaciones de la
referencia [37]. Las constantes de equilibrio se determinaron con la ayuda del programa Hyperquad

2000 Ver. 2.1 NT.
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Capitulo 5

Resultados y discusion

El primer paso en el andlisis de los sistemas aqui presentados fue, en todos los casos, la deter-
minacién de la reactividad, o, en otras palabras la evaluacién de la eficacia de los sistemas como
catalizadores para la hidrélisis de BNPP. Para ésto, se estudié la reactividad de los sistemas con
La(III), como representante de los lantdnidos y porque en estudios anteriores ha mostrado tener la
mayor reactividad. Los sistemas con los ligantes 4-ICA, 2-ICA y 4-IA presentaron constantes de ve-
locidad observadas para la primera hidrélisis (keps,1) del orden de 1073 s71, lo cual, comparando con
estudios realizados en nuestro grupo de trabajo, los ubicaba como sistemas que merecian la pena ser
estudiados con detalle. En la tabla 7 se comparan estos resultados con los obtenidos con dos sistemas
estudiados anteriormente.

De acuerdo con los datos de esta tabla, resulta claro que los sistema aqui estudiados presentan
ventajas sobre los otros sistemas, ya que a concentraciones muy pequenas la reactividad ya es muy
grande, ademads el sistema permite trabajar con relaciones equimolares de Ln-ligante o incluso con
mayor concentracién de ion metdlico, como se verd mds adelante. Desafortunadamente, con los ligantes
2-ICA y 4-TA los sistemas son inestables a pH > 9, y por esto se estudiaron en menor detalle que el
sistema con 4-ICA, sin embargo sus reactividades son muy altas a valores de pH menores, lo cual

puede presentar ventajas.
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Tabla 7. Constantes de velocidad observadas de la hidrélisis de BNPP a 25°C. 1, 2, 3 La(III),
ligante 2mM cada uno, TRIS 10 mM, 4. La(Ill), Bicina 5mM cada uno, 5. La(Ill), BTP 2mM y 20

mM respectivamente.a)

Sistema, Ln(III) = La con: pH Kops1(s71)

1. 4-ICA, este trabajo 9.04 8.9 x 1074

9.52 2.37 x 1073

2. 2-ICA, este trabajo”) 8.97 1.2 x 1073
3. 4-IA, este trabajo® 8.98 6.71 x 10~*
4. Bicina, [8] 8.6 1.13 x 1074

9.5 1.11 x 1074

5. BTP, BisTrispropano, [16] 9.0 2.0 x 1074
9.3 4.4 x 1074
BNPP (hidrdlisis no catalizada) [27] 1.1 x 10711

3) En este caso, las disoluciones equimolares no son estables [16], b) La disolucién es inestable a pH > 9.

5.1. Sistema Ln(III)- 4-ICA

5.1.1. Reactividad

Se estudi6 la dependencia de la constante de velocidad observada (kqps 1) con el pH para los cinco
cationes lantdnidos, (La, Pr, Nd, Dy y Eu) y se encontré que este ligante estabiliza suficientemente
los sistemas, tal que se puede llegar a valores de pH por arriba de 9.5 sin que las disoluciones sean

inestables. En la figura 15 se muestran los resultados de la variacién de la kg 1con respecto al pH.
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Figura 15. Grificas de la dependencia de la constante de velocidad, kops,1, de a. La (1II), Nd (III) y
Eu (III); y b. Pr(Ill) y Dy (III), 2mM cada uno, en funcion del pH para la hidrélisis de BNPP en
agua, Tris 10 mM, 4-ICA 2 mM. Las lineas son constantes de velocidad calculadas, ver apartado

5.1.2.

Primeramente puede observarse que a valores de pH mayores, se advierte un aumento en la rapidez
de hidrolisis, que nos indica cualitativamente la presencia OH™ en las especies responsables de la
reactividad. Al comparar estas dependencias, se encontraron importantes diferencias en la reactividad.
El orden de reactividad fosfodiesterolitica observado a pH arriba de 9 es: La(III) > Pr(III) > Nd(III)
> Eu(III)> Dy(III) y destaca la alta actividad catalitica de La(III)4-ICA. Se observa que mientras
mads dcido es el catién, la reactividad observada es menor si se compara a valores de pH bésico, es
decir, la aparicién de actividad catalitica se da a menores valores de pH para los cationes més dcidos
y viceversa. Por otro lado, el hecho de que la méxima reactividad alcanzada sea mayor para los
cationes mas bdsicos podria parecer contradictoria, puesto que, al avanzar en la serie lantdnida, los
cationes tienen mayor densidad de carga y por lo tanto se esperaria que fueran mejores electroéfilos
y su contribucién en el mecanismo catalitico fuera mayor, sin embargo es necesario caracterizar las
especies en disolucién para poder hacer un andlisis adecuado. Este comportamiento ha sido también

reportado para otros sistemas estudiados [38], [39], [16], [17], [53], [59], [60].
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Equilibrios en disolucién: potenciometria

Primeramente se llevé a cabo la titulacién del ligante, para obtener el valor de pK, experimental.
En la figura 16 se muestra este experimento. En la grifica podemos apreciar la distribucién de las
especies protonadas y desprotonadas, mostrando en su interseccién, en la cual, pH = pK,, que el valor
de pK, experimental del ligante obtenido para este trabajo, 6.23. Este valor esta en acuerdo con el
valor calculado.

Una vez que este valor fue determinado, se procedié a determinar la identidad de las especies
presentes en disolucién, para ésto se caracterizaron los equilibrios de los sistemas metal-ligante a difer-
entes concentraciones. No existen muchas técnicas que nos permitan realizar estudios en disolucion,
sin embargo entre las que se pueden usar, se encuentra la potenciometria, la conductimetria y RMN.
Debido a que la técnica maés sencilla y accesible, y que ademds provee mayor informacién para nuestros
propdsitos es la potenciometria, fue mediante titulaciones potenciométricas que se realizé este estudio.
En la figura 17 se muestran dos gréificas con titulaciones de diferentes iones metdlicos a las mismas

condiciones y de Nd(III) con diferente relacién metal-ligante.

mmol ICA/ICAH
00 05 10 15 20 25 30 35 40

T T T T T T T T T T T 3
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12

mmol MeNH,

Figura 16. Titulacion de 4-imidazol carbozilato (4-ICA) 4 mM, V =25 mL, I = 0.5M. Titulante:
metilamina 0.112 M. Las lineas muestran la distribucion de especies mostrando el valor de pK ,

encontrado.
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a b

Figura 17. Titulaciones de los sistemas Ln-4-ICA, I = 0.5M. Titulante: metilamina 0.12 M. a. Ln
2mM, 4-ICA SmM, V = 25mL; b. Nd 2mM, J-ICA j mM V = 25 mL, a es el numero de
equivalentes (mol de base por mol de ion metdlico). En los dos casos las lineas continuas son ajustes

tedricos (vide infra).

Las diferencias en las curvas de los metales se deben por un lado a que su pK, varia y por otro lado
a que las especies que se forman son diferentes y tienen diferentes constantes de formacién, 16gicamente
las mesetas de las curvas tienden a estar ubicadas en valores de pH préximos a sus respectivos valores
de pK,. Cualitativamente se nota que al ir de La a Dy las curvas se desplazan hacia abajo sugiriendo
que los complejos formados son més estables, ademds atin con Dy no se observa un salto pronunciado
al final de la titulacion lo cual sugiere que se forman consecutivamente hidroxocomplejos de diferentes
estequeometrias. En la gréfica b se aprecia notablemente el aumento de consumo de base al pasar
de un sistema con ligante a uno con ligante y catién metélico, es decir que a una concentracién
fija de titulante, el pH del sistema con ligante es més alto que el pH del sistema con ligante y cation
metdlico. Esto nos indica cualitativamente que en el sistema con ion metdlico estdn apareciendo especies

hidroxiladas que dejan en disolucién una cantidad adicional de protones para neutralizar.

Un enfoque conveniente para analizar los datos potenciométricos es graficar las funciones de Bjer-

rum (ﬁ) para cada sistema como funcién del pH. Esta funcién esta definida como los moles de hidréxido
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unidos al i6n metdlico por mol de metal: n = ((OH |7 — [OH~]) /[M]r donde el subindice T indica
concentracion total. La [OH |7 es la concentracién de metilamina protonada y la [OH ] es la con-
centracién de hidréxido libre, calculadas en cada punto de acuerdo con el pK, experimental y con las
lecturas de pH corregido, respectivamente. Es 1til analizar esta funcién, puesto que da una indicacién
de la esetequiometria de los complejos. En la figura 18a se muestra las funciones de Bjerrum de acuer-
do con los datos presentados en la figura 17a y en la figura 18b se muestran las funciones de Bjerrum

para La, Nd y Dy a dos concentraciones diferentes.
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Figura 18. Funciones de Bjerrum calculadas para a. Los 5 iones metdlicos en condiciones de la figura
12a: ¥ para Dy, V para Eu, A para Nd, O para Pr y B para La; b. Sistemas con Ln3T 2mM Ln = Dy,

Nd y La a diferentes concentraciones de 4-ICA: v, /\, 0 6mM; v, A, B 3,1 y 3mM respectivamente.

Como se observa en la figura 18a, para La y Pr n llega a 2, lo cual quiere decir que el hidroxo-
complejo mayor tiene estequiometria m:h = 1:2, (metal-hidréxido) mientras que para los demds iones
metalicos, se alcanzan valores més altos que oscilan en 2.5. Los valores fraccionarios indican que existen
complejos binucleares con la composicién minima m:h = 2:5 6 Mo (OH)s.

Ahora, en la figura 18b, se nota que el aumento en la concentracién de ligante no afecta no-
tablemente la curva de La, contrario a lo que sucede con las curvas de Nd y Dy, que se desplazan

pronunciadamente hacia valores menores de 7, llegando, al final de la titulacién al valor de 2. El
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primer caso indica que, o existe s6lo un hidroxocomplejo o varios con la misma relacién m:l (metal-
ligante) probablemente pequenia. El caso de los demds iones metdlicos indica otramente que existe
competencia entre el ligante y los hidréxidos por el metal de tal manera que a relaciones mayores
de m:l se favorecen los complejos con mayor cantidad de hidréxidos, asi al disminuir esta relacién el
hidroxocomplejo mds alto tiene estequiometria m:l = 1:2.

Siguiendo estas conclusiones, se propuso para lantano un modelo con un solo hidroxocomplejo con
mlh = 112. El ajuste de este modelo se muestra en la linea punteada de la figura 19, que pasa muy
cerca de los puntos experimentales, sin embargo a valores pequenos de a y a pHS altos, el ajuste no es
muy bueno puesto que el modelo pasa por arriba de los puntos experimentales; esto quiere decir que
existe algun otro hidroxocomplejo con una relacién i:k més pequenia. Entonces se incluyé el complejo
mlh = 111: éste mejoré notablemente la calidad del ajuste (linea sélida). Ahora, como se sabe que los
hidroxocomplejos de lantdnidos tienden a agregarse en disolucién, no seria raro pensar en la existencia
de los complejos con mlh = 222 y 224. La inclusién del primer complejo empeord el ajuste, sin embargo

la combinacién de los complejos 111 y 224 fue el mejor ajuste en términos estadisticos. (Ver apéndice)

105" ' ' ' ' ' ' T
10.0-
95
S 90

8.5

8.0

Figura 19. Curva de titulacion de una mezca de La(IIl) 2mM y 4-ICA 6mM. La linea punteada es el
ajuste con el modelo que incluye inicamente la especie con mlh = 112; la linea sdlida incluye
también el complejo 111.

Con Pr se intent6 usar el mismo modelo, sin embargo los ajustes no fueron satisfactorios. (ver la
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linea punteada de la figura 20) Las desviaciones son por exceso y defecto a valores de a intermedias.
Esto puede indicar que existe un hidroxocomplejo con estequiometria intermedia, por ejemplo m:h =
2:3. Se incluyeron entonces sucesivamente complejos con ésta estequiometriay | = 2,3 y 4. Los mejores
pardmetros estadisticos se obtuvieron con la inclusién del complejo mih = 233 (linea sélida).

Para los demds cationes, el procedimiento fue diferente. El andlisis de las funciones de Bjerrum
sugireron la existencia del hidroxocomplejo mas alto con estequiometria m:h = 2:5. Las titulaciones con
concentraciones pequeiias de ligante fueron ajustadas incluyendo complejos con esta estequiometria
y | = 1,2. Posteriormente se realizaron los ajustes para las curvas con concentraciones mayores de
ligante; para los tres cationes se encontré que las especies que mejoraban el ajuste son las encontradas

para Pr: mlh = 233 y 224. La inclusién de hidroxocomplejos menores no mejoré los ajustes.

10.0

9.5

9.01

I

O 854

8.0

7.5+

704 T T T T T T

Figura 20. Curva de titulacion de una mezca de Pr(III) 2mM y 4-ICA 3mM. La linea punteada es el
ajuste con el modelo que incluye las especies con mlh = 111 y 224; la linea solida incluye ademds el

complejo 233.

En la figura 21a y 21b se ilustra el procedimiento seguido para la obtencién del modelo del sistema
con Eu(III). La titulacién del sistema con Eu 3mM y 4-ICA 2mM se ajusté con modelos que incluyen
las especies mlh = 215, 225 y 214. El inico ajuste que se acerca a la curva experimental es el que
incluye el complejo 215. Ahora, se ajusté una segunda curva de titulacién con condiciones inversas:

Eu 2mM y 4-ICA 3mM. Si sélo se incluye el complejo 215 el ajuste es malo (linea punteada en la
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figura 21b) y pasa por abajo de los puntos experimentales. Esto indica que existen otras especies que
consumen menor cantidad de hidréxido y que son predominantes en estas condiciones, por lo tanto,
se incluy6 el complejo con mlh = 112, cuya curva sigue mucho mejor los puntos experimentales, pero
pasa por debajo en algunas zonas (linea de puntos pequenos). Entonces se pensé que era probable que
el dimero de éste pudiera estar contribuyendo. Efectivamente el ajuste que incluye las dos especies
dinucleares es mucho mejor (linea sélida). También se incluyé la especie intermedia con mih = 233
que, aunque no mejor6 el aspecto del ajuste con respecto a los puntos experimentales, si presenta

mejores pardmentros estadisticos, ver apéndice.
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Figura 21. Ejemplo de ajustes con dos sistemas de Fu-41CA. a. Eu(Ill) 3mM y 4-ICA 2mM; la linea
punteada larga (- corresponde al ajuste con la especie con mlh = 225 y la linea punteada corta (-)
corresponde al ajuste con la especie 214. La linea sdlida corresponde al ajuste con la especie 215. b.

Eu(IIl) 2mM y 4-ICA 3mM; la linea punteada larga () corresponde al ajuste unicamente con la
especie con mlh = 215 y la linea punteada corta (-) corresponde al ajuste con la especie 112. La linea

sélida corresponde al ajuste con las especies 215 y 224.

Entonces resumiendo, se propusieron modelos que incluyeran la existenacia de hidroxocomplejos
con estequiometrias congruentes con los resultados de los andlsis de las funciones de Bjerrum y que

pudieran describir lo mejor posible el comportamiento de las titulaciones con varias relaciones met-
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al:ligante. Se incluyeron, con constantes fijas, los equilibrios de disociacién del agua, del ligante y de
dos hidréxidos simples de Ln, reportados en la literatura, [65] esquema 7a y se prob6 la existencia de
diferentes especies hidroxiladas, ajustando al menos tres curvas de titulacién con cada catién metélico
en diferente proporcién con respecto al ligante. Se encontré que el modelo de equilibrios que mejor se
ajusté a la totalidad de los datos experimentales es el comprendido por el esquema 6a y el esquema
7b.

En la tabla 8 se muestran las constantes de formacién de los complejos, propuestas de acuerdo con
los datos experimentales y usadas para calcular los valores de pH tedricos y asf obtener los ajustes que
se muestran como lfneas continuas en la figura 15.

Llama la atencién que la totalidad de los complejos dinucleares, que posiblemente sean los respon-
sables de la reactividad, son todos neutros, sin embargo anteriormente en nuestro grupo de trabajo se
observé la misma tendencia de actividad en complejos neutros de lantdnidos con ligantes tipo amino
alcohol (aunque mucho menos reactivos) [17], [16] y con sistemas con Ce, en los que las especies activas

son oxo e hidroxoespecies cercanamente neutras [36].

M3+ ICA = M(ICA)%F
M3t 4+ 2ICA =2 M(ICA)S
ICA + H* = ICAH M3t 4+ 3ICA = M(ICA);3
M3t 4+ OH- = M(OH)*" M3 + ICA + OH- = M(ICA)(OH)**
M3+ 4+ 20H- = M(OH)J 2M3t+ 4+ 3ICA 4 30H™ = M,(ICA)3(OH)3
2M3T 4+ 2ICA + 40H~ = My(ICA)3(OH),4
2M3t + ICA + 50H- = My(ICA)(OH)s

Esquema 7. ®

a)Se obvi6 el equilbrio del agua. 4-ICA = ICA
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Tabla 8. Logaritmos de las constantes de formacion globales de los complejos de Ln (III) Ln = La,

Pr, Nd, Eu y Dy con 4-ICA a 25°C, I = 0.5M.») )

Especie Log B,.n La Pr Nd Eu Dy
M(ICA)*+ B110 3.8440.09 4.2040.06 4.2240.05  4.440.1  4.46+0.02
M(ICA)S B12o 7.1040.02 7.62+0.06 7.7240.08 8.004+0.02 8.0840.01
M(ICA)3 B13o 10.7 10.3840.02  10.540.6 10.8

M(ICA)(OH)?* B111 8.9+0.3 9.4+0.4
Mz (ICA)3(OH);3 Bass 31.040.1 322403  34.140.6  34.5+0.1

My(ICA)2(OH)y  Booy 30.3£0.1  33.6+0.2  34.2+0.2  36.9+0.4  36.740.2
My (ICA)(OH)5 Bors 36.6£0.3  38.5+0.3  38.240.1

3)Las constantes son los valores promedio de al menos tres titulaciones de catién metdlico y ligante a diferentes
concentraciones. ?)Las constantes de formacién de los hidroxocomplejos fueron convertidas de los valores originales

arrojados por el programa, ver apéndice.

De la tabla podemos observar, que como se ha reportado [49] las constantes de formacién de los
complejos aumentan al avanzar en la serie lantdnida. Esto se debe a las caracteristicas termodindmi-
cas de la coordinacién: considerando que las reacciones transcurren mediante el desplazamiento de
moléculas de agua de coordinacién, el AS asociado a la reaccién es favorable debido a que el mimero
de productos es mayor que el de reactivos, ademds, este efecto es mas pronunciado para los lantédnidos
mé&s pesados puesto que en éstos la coordinaciéon con agua es mads fuerte y por lo tanto el desorden
causado es mayor [19].

Ahora, con los datos de las constantes de formacién de las especies en disolucién se pueden obtener
los diagramas de distribucién de especies usando el programa Species, como se indicé anteriormente.
El intervalo de valores de pH de interés es aquél en el que encontramos reactividad fosfodiesterolitica
de los sistemas, es decir para este caso, burdamente de 7.5 a 9.8. Con ésto podemos sobreponer los
datos y atribuir la reactividad a alguna(s) de las especies activa(s), como se vera en la seccién 5.1.4.
En la figura 22 se muestra la distribucién de especies de las hidroxoespecies y del catién metélico libre

para el sistema con Nd(III) a dos relaciones diferentes de Nd-4ICA

95



W~ W
. ] Ndt(ICA)(OH),
80 Nd :;', g 80 Nd |
/Nd,(ICA)(OH), T
8- NICA ] o0 ]
3 LT T N 3
L w0l , 1 N ) Nd,(ICA),(OH), |
/ ‘:, //
ol /NION, TN NAIGA0H), ] NOICAOH),
L e L oo, L D R
2 ' Alt ' (Ii ' ;3 ' 1|0 ' 12 2 ' élt ' (IS ' é ' 1|0 ' 12
pH oH
a b

Figura 22. Distribucion de especies en funcion de la concentracion de Nd(III) a. Nd(III), 4-ICA
2mM cada uno y b. Nd(III) 2mM, 4-ICA 4mM.

Se observa claramente que la distribucién de especies depende ampliamente de la relacién de
concentraciones. Asi entonces, en la gréfica a, a pH s entre 5 y 8, la proporcién de la especie con mih
= 110 predomina sobre las de mlh = 120 o mlh = 130, que ni si quiera es significativa, a diferencia
de la gréfica b, en donde a estos pH s la proporciéon de ion metélico libre y del complejo con milh =
110 disminuye a expensas de la formacién de los otros dos. Igualmente observamos, como ya se habia
supuesto inicialmente (ver la seccién 5.1.1) que la proporcién de hidroxoespecies aumenta al aumentar
el pH, sin embargo el pH en el que empiezan a ser significativos depende una vez mas de la relacion
metal-ligante, vemos que en la grifica a, a pH = 9 el porcentaje de la especie con milh = 215 es de
aproximadamente 70 %, mientras que en la gréfica b, a este mismo pH apenas hay cerca de 30 %, es
decir la aparicién de esta especie se ha retrasado al aumentar la proporcién de ligante. Igualmente
vemos que la tasa de cambio de los complejos dinucleares es mucho mayor, es decir rdpidamente su
concentracién aumenta o disminuye, lo cual indica, reafrmando lo observado en los experimentos
cinéticos, que la reactividad, atribuida a hidroxoespecies dinucleares, depende fuertemente del pH.
Con estas grificas se demuestra que al aumentar la proporciéon de un componente del sistema, no solo

aumenta el porcentaje de las especies con mayor cantidad de este componente, sino que el rango de
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pH en el que su proporcién es apreciable aumenta.

5.1.2. Estudios espectrofotométricos

El espectro de absorcién de los lantdnidos se debe a transiciones 4f — 4f* que son prohibidas
de acuerdo con las reglas de seleccién de Laporte, por eso las senales son finas y de baja intensidad,
y sus coeficientes de absortividad molar pequefios (menores a 50 L-mol~!- cm™!) [59] ademas, estas
senales son practicamente insensibles al medio que las rodea. Pese a esto, Nd(III) presenta bandas
hipersensibles entre 570 y 590 nm, asociadas a la transicién casi degenerada *I 2 — 4Gy /2 2Gy /2
[57], [71]. La hipersensitividad de la banda correlaciona con la polarizabilidad dipolar eléctrica del
ligante, por lo tanto, la intensidad total (integrada) llamada fuerza oscilatoria, la distribucién de
intensidad y el baricentro de energia de estas bandas se modifican notablemente en la coordinacién
[57].

La fuerza oscilatoria fue definida aqui mediante la expresion de la ecuacién 5.1, evaluando la integral
en la regién de interés. Las fuerzas oscilatorias diferenciales se defmen mediante la expresiéon de la
ecuacion 5.2. [57] y fueron determinadas directamente del espectro diferencial Ae(A) vs A, tomando
como limites siempre Ay = 560 nm y Ay = 610 nm donde ¢ el coeficiente de absortividad molar.

La sustitucién de moléculas de agua coordinada por dtomos donadores produce un incremento
en f.El grupo carboxilato produce el efecto mds pequeno y los grupos con nitrégeno producen los
cambios méds grandes, mientras que los hidroxilos produecen efectos intermedios. Adem&s aunque no

se ha probado, se ha sugerido que f debe ser proporcional al nimero de dtomos donadores [57], [71].

A2
f=4.32x 109/5()\) d\ (5.1)
A1
A2
Af = f(complejo) — f(NA(NO3)3, (4c)) = 4.32 X 109/A5()\) d\ (5.2)
A1

En la figura 23a se muestran los espectros de absorcién de Nd(III) en ausencia (pH = 3) y presencia

de 4-ICA en exceso y en la figura 23b se muestra el espectro diferencial de ¢ a las mismas condiciones.
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El espectro de Nd(III) en ausencia de ligante se usé como “blanco” para calcular los espectros
diferenciales. Notamos que al aumentar el pH, la intensidad de la sefial aumenta progresivamente,
indicando la mayor complejacién a pHs altos y como se observa en la figura 23b también existe un
desplazamiento del baricentro de la transicién "hacia el rojo", es decir, que las senales disminuyen a
las longitudes de onda més pequenas de la banda y aumentan a las longitudes de onda maés grandes.

Estds dos caracterisiticas se han encontrado anteriormente en sistemas de Nd con ligantes orgdnicos,

(391, 8], [57], [71].
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Figura 23.a. Espectros de absorcion de Nd(III) 2mM en presencia de 4-ICA 4mM en la region
hipersensitiva a pH ~s menores a 7. b. Variacion de Ae a diferentes pH s para el mismo sistema. El
espectro de Nd(III) en ausencia de ligante se usé como “blanco” para calcular los espectros

diferenciales.

Cuando el pH es todavia mayor, figura 24a, se advierten cambios notables en el espectro de Nd: la
intensidad disminuye, ya que los ligantes empiezan a ser desplazados por hidroxilos, ademds también
se advierte que inicialmente las curvas por arriba de pH 7 tienen un punto isosbéstico a 581 nm, que
se deja de observar a pH por arriba de 8.5. Esto estd en acuerdo con la formacién consecutiva de

hidroxocomplejos de diferente composicion.
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Ahora, asumiendo que las principales contribuciones a los cambios observados en los espectros son
las provocadas por la presencia del ligante heterociclico con &tomos de nitrégeno donadores y por la
presencia del hidréxido, se correlacioné la fuerza oscilatoria diferencial con el nimero promedio de
dtomos de ligante (ﬁL) y de hidréxido (ﬁo H) unidos al Nd, por mol de Nd, es decir con las funciones
de Bjerrum asociadas, y se observé (figura 25) que hay una buena correlacién entre Af y nphasta
aproximadamenete pH = 7.5, como se muestra en la gréfica insertada de la figura 25, que es cuando,
de acuerdo con los experimentos potenciométricos, empiezan a aparecer los hidroxocomplejos. De la
pendiente de la regresion lineal se puede estimar que cada dtomo de nitrégeno contribuye en un 37 %
a la fuerza oscilatoria del sistema. Si se lleva a cabo una regresién multiparamétrica, obtenemos, de

los pardmetros, que el efecto del hidréxido es menor a la mitad del ocasionado por el ligante.
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Figura 24.a. Espectros de absorcién de Nd(III) 2mM en presencia de 4-ICA jmM en la region
hipersensitiva a pH ~s mayores a 7. b. Variacion de Ae a diferentes pH s para el mismo sistema. El
espectro de Nd(III) en ausencia de ligante se usé como “blanco” para calcular los espectros

diferenciales.

Ademds, si se toma la longitud de onda de mayor cambio y se grafica con respecto al pH, notamos

igualmente (figura 26 ) que hay correlacién con la distribucién de especies de los complejos con mih
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= 110, 120 y 130, ya que son éstos los que al aumentar y disminuir su concentracién, modifican el

espectro de Nd(III)

25

00 04 08 12 16 20

n.

Af/107

0.0

Figura 25. Variacion de la fuerza oscilatoria diferencial con respecto al pH para el sistema descrito
en las figuras 18 y 19. Las lineas sdlidas son las funciones de Bjerrum npy nogdel ligante 4-1CA y
de los hidroxidos respectivamente, ver el texto. Af se calculd para cada conjunto de datos de acuerdo

con la ecuacion 5.2 tomando como limites 560 a 610 nm.
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Figura 26. Absorbancia a 578 nm en funcion del pH. Las lineas sdélidas son las distribuciones de

especies calculadas a las condiciones de las figuras 19 y 20 con las constantes de la tabla 7.
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Adicionalmente a ésto, se realizé otra titulacién espectrofotométrica con exceso de Nd(III), y como
se observa en la figura 27, en este caso notamos claramente que a pesar de encontrarnos a valores de
pH altos, todos los espectros pasan por un punto isosbéstico a 579 nm, indicando que hay sélo un
tipo de hidroxocomplejo. En la figura 27 se muestra la variacién de la absorbancia a 576 nm como
funcién del pH y con las curvas de distribucién de especies sobrepuestas. Una vez més la absorbancia
correlaciona perfectamente con la variacién de la concentracién de los complejos con mlh = 110 y 120.

El complejo 130 se ignor6 puesto que su concentracién es menor al 5% de las otras especies.
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Figura 27a. Espectros de absorcion de Nd(III) 2mM en presencia de 4-ICA 1mM en la region
hipersensitiva a pH ~s mayores a 7. b. Absorbancia a 576 nm en funcién del pH. Las lineas sdlidas son

las distribuciones de especies a las condiciones de a., calculadas con las constantes de la tabla 5.2.

5.1.3. Estructura de los hidroxocomplejos

Las especies interesantes desde el punto de vista catalitico, como se verd mds adelante, son las
dinucleares [53], [60], [59], [39], [17], [16], [43] que de acuerdo con los modelos propuestos presentan un
nimero constante de ligantes e igual a seis, (I + h = cte. = 6) otramente a lo reportado para el sistema

Ln-BTP [17], [16] donde el nimero de BTP$% es constante e igual a 2 (I = cte. = 2, [+ h # cte). Sin
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embargo esta diferencia es coherente puesto que BTP es un ligante neutro y 4-ICA es un ligante
aniénico que presenta competencia con los hidroxilos por el centro metélico.

Se pueden proponer estructuras de los hidroxocomplejos tomando en cuenta las estructuras cristali-
nas reportadas de complejos hidroxo-Ln(III) y aminoédcido-Ln(III). Las relaciones estequimétricas
metal-hidroxo propuestas en este trabajo para las hidroxoespecies dinucleares son m:h = 2:3, 214 y
2:5. En disolucién, la mayor parte de los complejos reportados tienen estequiometria m:h = 1:1, gen-
eralmente dimeros, a o tetrdmeros, b de éstos, esquema 7, cuyas estrucuras contienen a los hidroxilos
puenteando la estructura [65], [72]; sin embargo en estado sélido existe evidencia de complejos con
estequiometria m:h = 1:2 [54], [66], en las que las estructuras poliméricas o laminares contienen a
los lantdnidos unidos por puentes de dos hidroxilos o incluso tres. También fue reportada una este-
quiometria inusual m:h = 3:4 en un complejo sin ligantes orgédnicos [65].

Las relaciones estequiométricas de metal-ligante que se proponen en este trabajo para las especies
dinucleares son m: = 2:3, 2:2 y 2:1. Ademds, de acuerdo con estudios de RMN-'H, (no presenta-
dos en este trabajo) la coordinacién con 4-ICA es bidentada, através de los dtomos de N y O. En
la literatura, se ha encontrado que en los complejos a—aminodcido-Ln(III), los aminodcidos -en su
forma zwiteridnica- generalmente se unen a los centros metdlicos através de la porcién carboxilica,
sin embargo también existen ejemplos de coordinacién N, O a altos pH3$ [72] y con a—aminodcidos
polidentados [20], [41]. Existe una gran variedad de estequiometrias m:[ reportadas para estos com-
plejos, que van desde las mds simples como m:l = 1:1 [8] y 1:2 [20] para los complejos con bicina,
a las mds complicadas, como m:l = 2:2.5, 2:3 y 2:1.5 [65] 6 m:l = 3:2 [72] para los macrocomplejos
multinucleares de a—aminodcido-Ln(IIT). Ademds, en numerosos ejemplos, los ligantes, a través de
sus fragmentos carboxilicos pueden ser puentes entre los lantanidos, ¢ [20], [65], [72]. En todos estos
reportes, el nimero de coordinacién mas frecuente de los lantdnidos es el de 9. Finalmente, en nuestro
grupo de trabajo se ha observado la formacién de complejos del tipo MaLo(OH)y M = La(Ill), L =
bicina, [8] y BTP [16] y MaL(OH)Z con M = Y(III) y L = BTP [17].

Asi entonces podemos proponer que 1) la estructura del complejo con mlh = 224 puede ser com-
pletamente simétrica (x) con dos hidroxilos punte formando el fragmento (a) y con la siguiente rep-

resentacion: Lng(jie-OH)2(OH)2(n?-4ICA)(H20),., probablemente con x = 8 tal que el nimero de
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coordinacién de cada Ln fuera de 9: e; 2) el complejo con mlh = 215 tiene a los hidroxilos simétricos:
tres en cada ion metdlico, de los cuales uno puenteado, también 4-ICA puede puentear la estructura
através de su porcién carboxilica, f. Finalmente, a pesar de que para el complejo con mlh = 233 no hay
evidencia concluyente, podria pensarse que los centros metélicos se encuentran triplemente puenteados
por los hidroxilos, dado que se ha encontrado este tipo de unién, ademas existe la posibilidad de que la
estructura también se encuentre puenteada por una molécula de 4-ICA, como es el caso del complejo
215, tal que la molécula fuera méds simétrica. Probablemente, como se mencioné para el complejo 224,
la esfera de coordinacién de los cationes metalicos se complete con moléculas de agua, (no mostradas

en el esquema 8) que en el momento de la catdlisis podrian ser desplazadas.
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5.1.4. Anadlisis de resultados y otros estudios cinéticos

Los datos de reactividad presentados en la seccién 5.1.2 se pueden sobreponer a la distribucién
de estas especies obteniendo grificas como la mostrada en la figura 28. En este tipo de curvas se
aprecia que la variacién de la reactividad (kops,1) con el pH refkja el cambio de la concentracién de

las hidroxoespecies.

Figura 28. Distribucion de hidroxoespecies de Dy, en el sistema La, 4-ICA 2mM cada uno, TRIS 10
mM. Los puntos rellenos () se refieren a la dependencia de la constante de velocidad, kops,1 del

mismo sistema hacia la hidrélisis de BNPP en agua.

En este caso vemos cualitativamente que la reactividad correlaciona con la distribucion de la especie
dinuclear con mlh = 215, sin embargo, para determinar la dependencia cuantitativa de la reactividad
con respecto a las especies presentes se llevaron a cabo, para los sistemas con cada ion metélico,

regresiones multiparamétricas en las que se encuentra una ecuacién del tipo:

kobs,l = Z kNu: [Mle(OH)h] (53)

Donde kpy.:;,en M~s™! son las constantes de segundo orden de los respectivos nucle6filos M mLi(OH)p,.
Para obtener esta ecuacién, se encuentra una curva que mejor describa los puntos experimentales

y que sea una combinacién lineal de la concentracién de las especies multiplicados por sus coeficientes

64



(kny:). Para discriminar las distintas posibilidades de regresiones se toman en cuenta los pardmetros
estadisticos y la factibilidad fisica de la magnitud de las constantes. En la figura 29 se muestran
tres ajustes factibles de la gréfica de la variacion de ko1 con el pH y en la tabla 9 se muestran los

pardmetros estadisticos para los tres ajustes.

35 T T T T T T T T

Figura 29. kops,1 experimentales (M) y calculadas (lineas) a partir de los ajustes multiparamétricos.
En el modelo a. y b. se consideraron las especies con mlh = 215 y 101 sin embargo, en b. ademds se
considerd el punto 0,0 (en ausencia de especies reactivas la reactividad debe ser igual a cero). En el

modelo c. Se considerd el punto 0,0, sin embargo se supuso tan sdlo la especie con mlh = 215.

Al observar la gréfica resulta evidente que el modelo b es el que mejor describe los puntos experi-
mentales, ésto se comprueba analizando la tabla 9, en donde vemos que tanto el error de los pardmetros
como su nivel de confianza (para tener un nivel de confianza de 99 % o mayor Prob(t) < 0.01) y el
valor de R? son mayores para b. De acuerdo con estos criterios se escogieron los modelos para los

dem4s sistemas con los otros lantanidos.
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Tabla 9. Datos estadisticos para los diferentes modelos usados en las regresiones multiparamétricas

Regresiones multiparamétricas

Modelo Parametro Valor Error Prob(t)

a Interseccién con 'y 4.27486x107°  3.73526x107° 0.28552

ka1s 0.54503 0.0927 3.70206x 1074
k101 0.48173 0.31152 0.1606
r? 0.96119

b Interseccién con y  5.28951x1076  1.32466x107° 0.69897

ko5 0.63634 0.03675 <0.0001
k101 0.78767 0.12548 1.44882x 1074
r2 0.97519
c Interseccién con'y  7.698x107°  1.47636x107° 3.93159x10~*
kos 0.48056 0.05963 <0.0001
r2 0.86658

En las figuras 30a-e se muestran sobrepuestas la distribucién de especies significativas, (con %
apreciables con respecto a la concentracién total del ion metalico) junto con la reactividad (Kops 1)
experimental y calculada con los resultados arrojados por las regresiones multiparamétricas, en la
tabla 10 se muestran las ky,. de acuerdo con las figuras 25a-e. Nétese que las k.. pueden no refkjar
el escalamiento que se observa en las gréficas, ya que éstas muestran la distribucién de especies en

porcentaje. Nétese igualmente que la escala de reactividades es diferente para cada sistema.
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Figura 30a-e. Variacion de las constantes de velocidad observadas, kops 1, con el pH y distribucion de

especies para las hidrozoespecies de los sistemas con Ln(III), 4-ICA 2mM cada uno. a—e La— Dy.
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En este punto en el que ya se conocen las especies activas para cada sistema, podemos decir
que dado que la constante de velocidad observada aumenta al aumentar el pH, la reactividad de
las hidroxoespecies es mayor que las de los respectivos acuocationes, y el hecho de que la actividad
catalitica se presente a menores valores de pH para los cationes més acidos y viceversa se debe a que
entre més bajo es el pK, de hidrdélisis de los cationes, a menor pH empieza a aumentar la concentracion
de la especie activa. Finalmente podriamos decir que las mdximas reactividades se alcanzan con los
cationes mds bdsicos porque al avanzar en la serie lantdnida, las constantes de formacién de los
complejos son mayores, (ver tabla 8) lo cual los vuelve al mismo tiempo, menos reactivos.

Ademads al comparar los valores de k. en la tabla 10 notamos que los complejos dinucleares con
mayor nimero de hidroxilos coordinados son los que més usualmente contribuyen a la reactividad de
los sistemas y ademads éstos son mds frecuentes en los cationes con mayor nimero atémico. Asi, para
compensar la disminucién de nucleofilia de los hidroxilos coordinados a los cationes més electrofilicos,
se forman compuestos con mayor cantidad de hidréxidos de tal manera que la densidad electrénica
se distribuye mds homogéneamente. Dy sin embargo es la excepcién ya que, si bien su complejo
mayor (mlh = 215) tiene reactividad, también el complejo 101, tiene una contribucién importante a
la reactividad. También notamos una discontinuidad al pasar de los lantdnidos menos pesados (La y
Pr) a los més pesados: tanto en las magnitudes de las constantes del nucleéfilo, que van disminuyendo,
congruentemente con las reactividades encontradas, como en las especies responsables de la reactividad
y la distribucién de las hidroxoespecies (ver figura 30a-e) Estos rasgos concuerdan con lo que se ha
reportado anteriormente sobre la quimica de los lanténidos, [19]. Finalmente, comparando estos valores
con el valor de kpy,. reportado para OH™ vemos que son 5 ordenes de magnitud més grandes (ver tabla

1, renglén 4).
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Tabla 10. Constantes del nucledfio, kn.. para los sistemas Ln-4-1CA

kEnu., M~ 1s™! especies mlh

Ln 101 111 224 215
La 1.0£0.3  3.7+0.2

Pr 1.974+0.09

Nd 1.4740.05
Eu 0.86+0.04
Dy 0.8£0.1 0.64+0.04

Para encontrar las condiciones éptimas de la catélisis, se realizé otro tipo de experimento cinético,
en el que se varié la proporcion de metal:ligante. Se observé que entre mayor es la proporcioén de ligante
la reactividad disminuye, figura 31, lo cual es 16gico considerando, que al aumentar la proporcién de
ligante, se favorece el predominio de las especies con mayor cantidad de ligantes (ver el ejemplo de
Nd en la figura 22) que de acuerdo con el modelo propuesto y condensado en la tabla 10, no son en
ningun caso las responsables de la reactividad. Sin embargo, si bien la disminucién de la reactividad
tan pronunciada (relativamente de 100 a 3 %) se debe principalmente a la disminucién de la especie
activa, se puede pensar ademds que el 4-ICA, en concentraciones grandes es un inhibidor de los
complejos activos, puesto que las especie activa disminuye sélo en un 85 %. En la figura 31 se muestra
también, la variacién de la constante de segundo orden para la especie activa, (mlh = 215) calculada
de acuerdo con la relacion ks 1/[Nd2(ICA)(OH)s], mostrando el efecto inhibitorio que tiende a la
“saturacion” a valores aproximadamente tres veces menores que la mds alta reactividad, encontrada
a concentraciones pequenias de 4-ICA. Para los sistemas con los otros iones metédlicos se encontré el
mismo efecto a concentraciones elevadas de 4-ICA, asi entonces las constantes de segundo orden, kpy,.
encontradas deben ser también funcién de la concentracién del ligante libre presente en disolucién, sin

embargo, esta relacién es complicada, y dificilmente puede atribuirsele algin sentido fisico.
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Figura 31. Constantes de velocidad observadas para la hidrdlisis de BNPP catalizada por Nd(III)
2mM en presencia de concentraciones variables de 4-ICA (B). Los cuadros abiertos () muestran
los valores de las constantes de sequndo orden para la especie con mlh = 215. Las lineas no son

ajustes, simplemente se dibujaron para visualizar las tendencias.

5.1.5. Efecto inhibidor de aniones: cinética, potenciometria y espectrofotometria

Finalmente se realizaron experimentos en los que se varié la fuerza iénica. Como se explicé en la
seccion 4.5.2; es necesario agregar al sistema un exceso de sal para mantener la fuerza iénica constante
con el objeto de poder hacer reproducibles las titulaciones potenciométricas, en este trabajo se usé
NaCl. Sin embargo, en estudios anteriores de nuestro grupo de trabajo, [60], [59] se encontré que la
reactividad de los sistemas decae al aumentar la fuerza iénica debido a la formacién de pares iénicos
entre los aniones de la sal agregada y los complejos activos cargados positivamente. Debido a que los
complejos que se proponen en este trabajo como activos son neutros, en principio no se esperaria ningin
efecto de este tipo, sin embargo, sorpresivamente la reactividad disminuye pronunciadamente atin con
aniones poco coordinantes como cloruro y perclorato, ver figura 32a. Asi entonces es obvio que estos
aniones ejercen un efecto inhibitorio parecido al que propicia el exceso de ligante en el sistema con Nd,
(ver figura 31 ) por lo que podemos aprovechar este tipo de estudio con aniones para modelar la unién

de los sustratos a las especies activas, [21], [14]. Para modelar la unién de BNPP con los complejos
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activos se hicieron estudios cinéticos en presencia de difenilfosfato (DPP) y fenilfosfato (PP), este
ultimo considerado como un anélogo al estado de transicién [14], sin embargo, éstos interaccionan tan
fuertemente con los complejos activos, que se produce precipitaciéon a concentraciones muy pequenas
-del orden de 5 mM- lo cual impide realizar el estudio. Considerando entonces que estos compuestos,
al tener grupos fenilos son mds propensos a precipitar debido a que se empaquetan mejor en la red
cristalina, se sintetizé un andlogo alifatico, dietilfosfato (DEP) y se hicieron estudios con la sal de
bario de este anién, también se realizaron pruebas con Glucosa-6-fosfato, ya que al tener hidroxilos en
su estructura se esperaria que fuera mas soluble, sin embargo fue imposible realizar su estudio por la
precipitacién que produce. Debido a que se noté que el acetato tiene un efecto muy pronunciado sobre
la reactividad, figura 32a y b,se decidié ampliar este estudio, analizando el efecto de otros acetatos

halo-sustituidos.
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Figura 32. Reactividad relativa hacia la hidrélisis de BNPP variando la concentracion de aniones
inhibidores. a. Sistema Nd, 4-ICA 2mM cada uno, TRIS 10 mM, pH 8.45, variando la concentracion
de aniones poco coordinantes, comparacion con AcO~. b. Mismo sistema en presencia de diversos
acetatos y dietilfosfato de bario (DEP). c. Efecto del NO3 en los sistemas Ln(1II), 4-ICA 2mM Ln
= Nd, Pry Dy, pH 8.4. d. Efecto del NO3 en los sistemas Ln(IIl), 4-ICA 2mM Ln = Dy y Eu a pH
7.7. Las lineas se refieren a los ajustes tedricos, en a. se ajustd la inhibicion de AcO = al modelo del

Esquema 5.2.1.a. y en b. al del 5.2.i.b.,vide infra.

3)La reactividad relativa la definimos como el cociente de kLobsen el ensayo entre kLObsdel sistema a ese pH sin la
sal. Para hacer estas correcciones se tomaron en cuenta las pendientes de las gréficas a y b de la figura 10 en el rango de

pH en el que varié el experimento.

Notamos cualitativamente en la figura 32b, que la infliencia en la reactividad no correlaciona
con la densidad electrénica de las fracciones COO™ de los acetatos, menores en bromoacetato y
diflioroacetato, por otro lado, el efecto del DEP es mucho menor de lo que se esperaba.

Para explicar el efecto que producen estas sales en la reactividad, se propuso un modelo de inhibi-

cién competitiva, ilustrado en el esquema 9 del cual se derivan las ecuaciones 5.4 y 5.5.
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Nu: + S — P kN

Nu: + S — P kN Nu: + X 2 Nuw-X Ky
Nu: + X 2 Nu - -X Ky Nu: - X — P kNux
Nu: - X — P knNux Nu: +2X 2 Nuw-2X Koy
Nu:-2X — P knNux,
a b
Esquema 9

b () 1+ (f85) Kx 1)

5.4
kgbs,l 1+ Kx[X] (5.4)
(del esquema 9a)
kna knuw
fupoa (1) _ 1+ (55) K1)+ (552 ) Ko P 55)
Fopsa 1+ Kx[X] + Kox [X]? '

(del esquema 9b)

Donde el término kops1(X)/ k2

ops.1€S Precisamente lo que se habfa llamado “reactividad relativa”,

Nu: es la especie activa, S es el sustrato (BNPP), P los productos de la catdlisis y X el inhibidor, en
este estudio siempre aniénico. Al ajustar los datos con estos modelos, se pueden estimar las constantes
de formacion de la especie activa con el anién inhibidor (Kx, K2x) es necesario sin embargo, aclarar
que estas constantes son aparentes ya que los modelos son aproximaciones: las hidroxoespecies que
se encuentran en disolucién también tienen equilibrios entre ellas, y asi el balance de masas de las
especies en realidad deberia contener méds términos, por lo que nuestras constantes son mas pequenas
que las constantes de formacién reales. Por otro lado el modelo tampoco contempla los casos en los

que mds de una especie es activa, como para La y Dy. Esto se comprueba al observar que se tienen
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inchibiciones diferentes para sistemas iguales a diferente pH (ver ejemplo de Dy, en las figuras 32¢ y
32d) puesto que al variar el pH se varia la distribucién de las especies activas.

Sélo en el caso de los acetatos se usé el modelo del esquema 9b en el que se unen dos moléculas de
inhibidor por cada nucledfilo, (nétese en las figuras 82a y 32b como la curva de AcO~ se modela mejor
con este esquema) los valores logaritmicos de las constantes de formacién aparentes se muestran en la
tabla 11. En esta tabla notamos que hay poca relacién entre la basicidad y las constantes aparentes
obtenidas al mismo pH, tanto para las complejos con una molécula de inhibidor, como para los com-
plejos de acetatos con dos moléculas de inhibidor. Igualmente notamos que las constantes aparentes
obtenidas son mucho mds grandes que las constantes de formacién reportadas por Martell, lo cual
confirma que la afinidad de los complejos activos es muy grande por especies aniénicas, especialmente
por los acetatos y nitrato, cuyo punto en comtn es la estructura trigonal planar que se asemeja al plano
trigonal formado por el hidroxilo atacante del nucledfilo y el sustrato durante el estado de transicién.
Para DEP los datos se ajustan mejor al modelo simple en el que se une sélo una molécula de inhibidor,
lo cual nos indica indirectamente que posiblemente una molécula de sustrato se una por cada molécula

de nucledfilo.

Tabla 11. Logaritmo de las constantes de formacion aparentes para los sistemas Nd-41CA-X

X~ log Ko151,0p log Kyi50.4p PKa (HX) logKpngx
ClO; 1.214-0.06 -104 -0.22
Cl- 1.840.2 -6.1¢ -0.1
NO;3 2.1840.03 -1.38¢ 0.3
DEP 185:0.02 1.39f 2.0
2.384-0.09¢
FaAcO~ 1.640.1 3.7040.08 1.349 -
BrAcO~ 2.05+0.07 4.1840.05 2.90" 1.37
AcO~ 2.254-0.02 3.8340.06 4.759 2.117

) Tomadas de [37] a 25°C, I = 1.0, b)A pH = 8.45, A pH = 8.85, 4 Valor estimado, tomado de [56], ®) Tomadas

de [33], f) Tomado de [31], 8) Tomado de [47], b) Tomado de [22], ) Tomada de [55] al =0, DAT=0.1.
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Finalmente, en las figuras 32c y d se muestra el efecto del anién NOg3 en los sistemas con difer-
entes iones metalicos, en la tabla 12 se muestran las constantes de formacién aparentes para estos
sistemas obtenidos de los ajustes al esquema 9a. No advertimos una tendencia defmida, de acuerdo
con la llamada “tendencia electrostatica lantanida” [49] de aumento en las constantes de formacion al
aumentar el nimero atémico, sin embargo, notamos que esto sucede de igual manera en las constantes

de formacién reportadas por Martell.

Tabla 12. Logaritmo de las constantes de formacion aparentes de los sistemas Ln-4ICA-NOy

Ln(ITI) logKx ,, (pH =8.4) logKy,, (pH="7.75) logK/,x ¢

Pr 1.66+0.09 0.2
Nd 2.184+0.03 0.3
Eu 1.88+0.06 0.31
Dy 1.6+0.3 1.13+0.01 -0.3

2) Tomadas de [37] 2 25°C, 1= 1.0

La formacién de los complejos de acetato en el sistema con Nd(III) también fue estudiado mediante
titulaciones potenciométricas. Al cambiar la concentracién de acetato en el sistema, se detectaron
pequenos, sin embargo perceptibles cambios en las curvas de titulacién, en la figura 33a se muestran
dos curvas de titulacién, una en presencia y otra en ausencia de acetato en donde se nota un pequeno
cambio arriba de pH = 8.5, es decir en el intervalo en el que el hidroxocomplejo con mlh = 215 ya es al
menos 50 % del Nd(III) total. Al ajustar las curvas en presencia de acetato al esquema de equilibrios
propuestos (esquema 7) se obtuvieron que las constantes de formacién para los hidroxomplejos con
mlh = 233 y 224 coinciden dentro del margen de error, con las obtenidas sin acetato, pero la constante
de formacién de la especie 215 se modificé, indicando la posible existencia de una especie con mlhn =
2157, donde n es el numero de acetatos y n = 1, 2, de tal manera que (4,5 serd modificada de acuerdo
con la ecuacién 5.6 proveniente del equilibrio del esquema 10. Si se grafica Ba15 ,ps/B215 contra la
concentracién de acetato se pueden encontrar las dos Kois, , esta gréfica se muestra en la figura 29b.
Es necesario hacer notar, sin embargo, que este ajuste tiene mucho error, puesto que se estdn ajustando

dos pardmetros con sélo tres puntos independientes.
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Nd, (ICA) (OH)5 + nAcO™ = Nd, (ICA) (OH)5 (ACO)n Koisn
Esquema 10

2
B215, obs = Ba15 <1 + 21 Kai5n [ACO_]n) (5.6)

' i i i T T T T T T T T
9.5+
8 i
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Figura 33. a. Curvas de titulacion de la mezcla de Nd, 4-ICA 2mM cada uno sin acetato (V) y en

presencia de AcO™ 10 mM (A). b. Bays ops/Ba1s en funcion de la concentracion de acetato.

Del ajuste de la figura 33b se obtuvieron las constantes log K151 = 2.704+0.03 y log Ko150 =
4.4440.06. Estos valores son significativamente mayores que los obtenidos mediante el efecto inhibidor
cinético (tabla 11) sin embargo es necesario tomar en cuenta que las constantes determinadas cinética-
mente son aparentes y fueron obtenidas en condiciones en las que sélo el 40 % del Nd total (ver figura
30c) se encuentra como el complejo con mlh = 215, de tal manera que Kx qp 0 K2151,4p deberfa ser
menos de la mitad de su valor real, y sus logaritmos tomarfan los valores log K2151,4p = 2.30£0.03 y
log K9159 = 4.0440.06, mucho mds cercanos a los reportados anteriormente.

Finalmente la complejacién con acetato también fue estudiada mediante titulaciones espectrofo-
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tométricas, igualmente cambiando la concentracién de acetato a pH fijo y bésico. Tal como en el caso
del estudio de la complejacién de Nd(III) con 4-ICA, también en este caso se observé hipersesibilidad
de la banda de Nd(III) alrededor de 580 nm. En las figuras 34a y b se muestran algunos espectros al

variar la concentracion de acetato y el delta epsilon, respectivamente.

T T T T 6
355 T T T T T T
0.08- 903 | [AcO] T ®5 o
306 | (mM) %7 IAO] | s [ 1
00 (mM) 305 i\
44 00 o Y .
0.06- - i 3
3 ] \, -
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< o . b
14 i
\'<\
002 . 0~ e
Nd, pH=3 “'\//
14 Z i
0.00 T T T T T T T T ' 2 T T T T T T T T T
560 570 580 590 600 610 560 570 580 590 600 610
A, nm A, nm
a b

Figura 34. a. Espectros de absorcion de Nd(III) 2mM en la region hipersensitiva, en presencia de
4-ICA 2mM a pH = 8.5 variando la [AcO~]. b. Variacion de Ae a para las mismas concentraciones
de acetato. El espectro de Nd(III) en ausencia de ligante se usé como “blanco” para calcular los

espectros diferenciales.

Mediante el ajuste de la gréfica € en funcién de la concentracién de acetato se pueden estimar
también las constantes de asociacién aparentes, sin embargo los datos tenfan mucha dispersién y las
constantes obtenidas fueron notablemente més pequenas que las halladas por los experimentos cinéticos
y las titulaciones potenciométricas (log Ka151,ap = 1.97 £0.09 y log K2152,4p = 3.5 = 0.1) sin embargo
es claro que los datos correlacionan con un “estimado burdo” de estas constantes (la funcién de Bjerrum
para acetato) como se muestra en la figura 35, donde se encuentran sobrepuestos la fuerza oscilatoria
y el nimero promedio de acetatos unidos al ion metdlico por mol de metal (ﬁ ACO*) que fue calculado
obteniendo la concentraciéon de acetato libre para cada punto de la titulacién usando las constantes

de los complejos mlhn = 2151 y 2152 promedio de los experimentos cinéticos y potenciométricos. Asi,
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ésta es una relacién indirecta entre los datos arrojados por las tres técnicas.

T T T T T ' T T T T T T 1
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Figura 35. Variacion de la fuerza oscilatoria diferencial con respecto a la concentracidn de acetato
para el sistema descrito en las figuras 26a y 26b. Af se calculd para cada conjunto de datos de
acuerdo con la ecuacidon viii. tomando como limites 560 a 610 nm. La linea sélida es la funcidn de

Bjerrum n 4.0-, ver el texto.

La gréfica indica efectivamente que el cambio de los espectros se debe a la unién de los acetatos
al Nd, el ajuste lineal se muestra en la grifica insertada. Igualmente corroboramos que el efecto de
los carboxilatos en la hipersensibilidad es mayor, puesto que a pesar de aumentar la concentracién 35
veces Af cambié unicamente en 5 unidades.

Resumiendo los resultados presentados, podemos decir que los hidroxocomplejos neutros cataliti-
camente activos no solamente se unen al andlogo del sustrato DEP con la misma o incluso mayor
fuerza que acuo catién Nd3" sino que sorprendepente muestran afinidad a otros aniones simples como
acetato, cloruro o nitrato que précticamente no interaccionan con Nd3" . El mayor efecto se observo
para los aniones planos que se unen mejor al sitio de unién del catalizador. Adem&s suponemos que
estos aniones se unen a las especies binucleares activas de la misma manera que se ha reportado se
unen los aminodcidos zwiteriénicos en hidroxocomplejos tetranucleares (esquema 5.1.4, ¢) y creemos

que la binuclearidad de estas especies son las responsables de la afinidad incrementada a los aniones.
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De acuerdo con estas consideraciones, el mecanismo de accién de los complejos activos més probable
es el que se muestra para el complejo con mlh = 224 en el esquema 11. El sustrato se activa através de
la interaccién de sus oxigenos fosforilicos con los iones metélicos mediante una coordinacién puenteada.
Posteriormente uno de los puentes hidroxilo puede abrirse, convirtiéndose en el nucledfilo que atacara
al fésforo electropositivo (ruta a). Otra opcién es que uno de los hidroxilos terminales desprotone a
un hidroxilo puente, formédndose asi un puente oxo y liberando agua. Los puentes oxo poseen una
gran reactividad fosfodiesterolitica [39] y se forman facilmente en disoluciones ligeramente bdsicas de
peréxido de hidrégeno; sin embargo es suficiente la formacién de una pequena fraccién de aniones
oxo para observar la reactividad aqui reportada. En una forma muy simplificada, un esquema cinético

correspondiente a este mecanismo es el que se muestra en el esquema 12, cuya expresién para la

constante de primer orden es la que se muestra en la ecuacién 5.7.

\
K N\ aOH™ Y/ ruta A

i 2-
N 0%
-

/ \OH “M_L + H20
HO

o” -)\o ruta B
L ' l“

FEsquema 11

Nu: + S 2 Nu:-S Kpyus

Nu: - S — P kNu
Esquema 12
kobs,l = kNuKNu-S[S] [Nu] (57)
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5.2. Sistema Ln (III)- 2-ICA

Al igual que el ligante 4-ICA, se encontré que este ligante estabiliza adecuadamente los hidrox-
ocomplejos de los Ln(III) estudiados, formando sistemas cataliticos eficientes hacia la hidrdlisis de
BNPP, sin embargo el intervalo de pH en el que la estabilizacién es eficiente es pequeno: apenas de
7.5 a2 9.0. En la figura 36 se muestra el perfil cinético de pH andlogo al mostrado en la figura 15 para
4-ICA en donde encontramos que la tendencia de reactividad a valores de pH mayores a 8.5 es: Nd(I1I)
> Pr(III) > La(III) > Dy(III). Por su parte, el sistema con Eu(IIl) pierde reactividad a pH > 8, sin
embargo sus constantes observadas son muy grandes. También destaca la alta actividad del sistema
con NA(IIT). Por otro lado, el ligante no llegé a estabilizar suficientemente bien los hidroxocomplejos

activos de La(III), puesto que a pH mayor de 9 las disoluciones precipitaron.

20 T T T T T T T
—o—Nd
—o—Pr
1.54 — La o _
—x—Eu
A
039 Dy
~
‘v 1.04 u
'vL‘ *
X
0.5 i
0.0 : I : I :
75 8.0 85 9.0

pH

Figura 36. Dependencia del pH de la constante de velocidad, kops1, de los sistemas con Ln (II1),
2-1CA 2mM cada uno, para la hidrélisis de BNPP en agua, Tris 10 mM. Las lineas no son ajustes,

se dibujaron para visualizar las tendencias.

El comportamiento de los sistemas con 2-ICA presenta una diferencia notable con respecto a los
sistemas con 4-ICA (ver figura 15): la reactividad para todos los cationes se presenta a valores de
pH més bajos, y con intervalos mas pequenios; ademds, con excepcién de Dy(III), a valores fijos de

constantes observadas, (y mayores que 5x107° s71) la aparicién de reactividad al aumentar el pH
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sigue el orden de pK, de los cationes, es decir entre mas bdsico son los cationes, éstos toman el mismo
valor de reactividad a valores més altos de pH. Esta tendencia no es tan marcada para los sistemas
con 4-ICA.

Al realizar las titulaciones potenciométricas se obtuvo que las constantes de formacién son muy
similares -dentro de los limites de error- a las encontradas para 4-ICA, por lo que la distribucién
de especies es similar. No obstante, al sobreponer estas distribuciones de especies con los perfiles
cinéticos de pH, encontramos diferencias notables con respecto a los sistemas con 4-ICA en las especies
responsables de la reactividad. En las figuras 87a-e se ilustra lo anterior junto con las curvas resultantes
de los ajustes multiparamétricos de las contribuciones de las especies. Las constantes de segundo orden

se muestran en la tabla 135.
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Figura 37a-e. Variacion de las constantes de velocidad observadas, kops 1, con el pH y distribucion de

especies para las hidroxzoespecies de los sistemas con Ln(1II), 2-ICA 2mM cada uno. a—e La— Dy.
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Notamos que para el sistema con Pr(III) (figura 38b) hay dos ajustes cercanos a los puntos exper-
imentales, la linea con las lineas largas (- muestra el ajuste con los mejores pardmetros estadisticos
y que mds se asemeja a los puntos experimentales, no obstante, requiere que la especie con mlh =
233 sea activa con una constante de segundo orden muy grande (17 £+ 3 M~!'s™!) lo cual es absurdo
considerando que en ningtin sistemas esta especie ha figurado como activa y que ninguna especie ac-
tiva ha tenido una constante tan grande. Asi entonces se prefirié el ajuste de la linea punteada, que a
pesar de tener pardmetros estadisticos inferiores, describe un modelo con mas sentido fisico. En varios
sistemas se tuvieron situaciones parecidas a la de Pr(III), lo cual en parte se debié a que la cantidad
de puntos experimentales es muy baja.

Al comparar los valores de kpy. en la tabla 18 notamos que normalmente y al igual que en el
sistema con 4-ICA, los complejos dinucleares con mayor nimero de hidroxilos coordinados son los
que contribuyen a la reactividad de los sistemas, no obstante para el sistema con Eu(III) se hubiera
esperado que la especie 215 fuera la que contribuyera a la reactividad, sin embargo el hidroxocomplejo
activo es el 224. Esto explica por qué la reactividad es inesperadamente grande en este sistema.
En general, los valores de las constantes son grandes (mayores que para el sistema con 4-ICA) sin
embargo, también tienen errores grandes, por lo tanto para obtener datos mds confiables es necesario
seguir los estudios con este sistema, considerando que las reactividades obtenidas son grandes a valores
de pH m4s cercanos a la neutralidad o “pH fisiol6gico”. A pesar de esta ventaja la reactividad de este
sistema es inferior a lo que se esperaba, puesto que en términos de coordinacién con el ion metélico,
tiene los mismos atributos que el ligante 4-ICA, pero en dos posiciones posibles ya que los nitrégenos
se encuentran adyacentes a ambos oxigenos, (ver figura 9 ) por lo que al menos estadisticamente, se

suponfa m&s posible la formacién de complejos.
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Tabla 13. Constantes del nucledfio, kn.. para los sistemas Ln-2-1CA

kEnu., M~ 1s™! especies mlh

Ln 101 111 224 215
La 1.3£0.3 8=E2

Pr 2.1+£0.2

Nd 3.0+0.3
Eu 1.5£0.2

Dy 0.6140.09 0.25+0.02

5.3. Sistema Ln (IIT)-4-TA, Ln = La, Nd

Este sistema no presenté una estabilizacién tan efectiva como la de los sistemas con 4-ICA y 2-ICA,
ya que las disoluciones precipitaron a valores de pH en los que los sistemas con los otros ligantes son
estables. Ademds, las reactividades encontradas tampoco fueron altas, (al menos un orden de magnitud
menores que con los otros ligantes) se probaron experimentos con relaciones 1:2 metal-ligante para
evaluar si la reactividad aumentaba por formarse complejos con esta estequiometria, sin embargo ésto
tampoco sucedi, al contrario, notamos un punto a pH = 9.01 cuya reactividad disminuyé debido
a que el sistema ya estaba parcialmente precipitado, figura 38. No obstante, el comportamiento del
sistema es un tanto 1égico, ya que al ser la cadena carboxilica del ligante més grande (un metileno més)
los complejos forman ciclos de seis miembros, cuya estabilidad termodindmica, desde hace tiempo se
conoce es menor con respecto a los anillos de cinco miembros, probablemente debido a efectos estéricos
2], [7].

Por otro lado, los sistemas con este ligante presenta la misma ventaja que los sistemas con 2-ICA:
a valores de pH menores, ya presentan reactividad, lo cual podria tener ventajas en las aplicaciones
bioldgicas, puesto que normalmente para éstas es necesario que los sistemas funcionen a pH fisiolégico,

para evitar la desnaturalizacién de las proteinas que pudieran estar presentes.
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Figura 38. Grifica de la dependencia de la constante de velocidad, kops 1, de los sistemas con La (111)
y Nd (III) en funcion del pH para la hidrélisis de BNPP en agua, Tris 10 mM, 2-ICA 2 mM. Hay
dos series de La(Ill): la de los cuadros rellenos (M) tienen una relacion de concentracion 1: 1
La-4ICA, 2mM; la de los cuadros con cruz (K) tienen una relacion de concentracion 1: 2 La-4ICA,

2mM y 4mM respectivamente.

Finalmente, si comparamos las reactividades mds sobresalientes, (normalmente las de La(III)),
para los tres sistemas estudiados, podemos ver claramente que el sistema cuya constante de velocidad
observada, ks 1, alcanzada es més grande es la del sistema con el ligante 4-ICA, figura 39, ademés
su intervalo de reactividad es mayor. También se puede apreciar que los sistemas con 4-ICA catalizan
mejor la reaccién a valores de pH maés altos, con 4-IA a valores intermedios y finalmente con 2-ICA
empieza a tener reactividad a valores de pH menores. Probablemente este comportamiento se debe a

que los valores de pK, de las moléculas de agua coordinadas siguen esta tendencia.
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Figura 39. Perfiles de pH para La con los tres ligantes, en la hidrdlisis de BNPP en agua.

Condiciones La, ligante 2mM cada uno, TRIS 10 mM, a. pH = 8.06; b. 4-ICA, 8.53; 2-ICA, 8.50;

4-1A, 8.57; c. 4-1CA, 9.04; 2-1CA, 8.97; 4-IA, 8.98; d. pH = 9.52. Con 4-ICA se omitieron

algunos puntos por claridad. Las lineas no son ajustes.
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Capitulo 6

Conclusiones

1. Se evalué la actividad catalitica de los sistemas Ln(III)-ligante hacia la hidrélisis del diéster
BNPP y se obtuvo que el sistema que presenta la reactividad méds sobresaliente es el del ligante
4-ICA, sin embargo los sistemas con 2-ICA y 4-TA llamaron la atencién por presentar actividades

grandes a valores de pH menores.

2. Se caracterizé mediante titulaciones potenciométricas la composicién de los sistemas Ln(III)-
4ICA y Ln(III)-2ICA, y para ambos sistemas se encontré que existen hidroxocomplejos del tipo
Ln,,L;(OH); (Ln = La, mlih = 111, 224; Ln = Pr, mih = 111, 233, 224; Ln = Nd, Eu, Dy, mih
= 233, 224, 215) cuya existencia, para el sistema con 4-ICA también se apoya en los resultados

de las titulaciones espectrofotométricas.

3. Para los sistemas Ln(III)-L, L = 2-ICA, 4-ICA, las especies activas son aquellas con h mayores, es
decir las especies con mlh = 215 para Nd, Eu y Dy y con mlh = 224 para La y Pr. Adicionalmente,
en el caso de La(III) también hay una contribucién catalitica de la especie mih = 111 y en el de

Dy(III) del hidréxido simple mih = 101.

La excepcién fue el sistema Eu(I11)-2ICA, que present6 una reactividad excepcionalmente alta
que correlaciona con la aparicién de la especie con mlh = 224. En todos los casos, la reactividad
varia al variar las condiciones de reaccién como pH y concentracién total de ion metélico y ligante,

aumentando siempre que las condiciones favorezcan la formacién de alguna de las especies activas.
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. Dado que se encontré que las especies activas son neutras, la carga total de los complejos es un
factor de menor importancia, mientras que la polinuclearidad y la forma de unién con el ligante

son factores decisivos para la actividad catalitica.

. La reactividad intrinseca los sistemas Ln-4ICA depende del i6n metélico y sigue el orden de
la tabla periddica: La > Pr > Nd > Eu > Dy. Se propone que esta tendencia se debe a que
los complejos aumentan su estabilidad (y por lo tanto disminuyen su reactividad) en el orden
contrario, es decir La < Pr < Nd < Eu < Dy. Para el sistema con 2-ICA la reactividad observada
de neodimio fue superior a la de lantano y praseodimio, probablemente debido a dificultades en

la estabilidad de las disoluciones con cationes mas béasicos.

. El ligante 4-ICA ejerce un efecto inhibitorio en los complejos activos que fue modelado mediante
el estudio del efecto de diferentes aniones en la cinética de hidrdlisis. El mayor efecto se observo
para los aniones planos como acetato y nitrato lo cual se debe posiblemenete a que se unen mejor

al hueco que se forma en el sitio activo del catalizador.

. La cinética de hidrélisis de BNPP sigue un modelo de hidrélsis consecutivas con respecto al
nitrofenolato monitoreado y la dependecia de la constante de velocidad observada (kqps1) con
respecto al nucledfilo es de primer orden. La magnitud de las constantes cataliticas o del nucledfilo
(kny:) para los sistemas con 4-ICA y 2-ICA son del orden de 1 M~!s™!, lo cual representa una
aceleracién 5 o6rdenes de magnitud con respecto a la hidrdlisis alcalina, colocdndose entre los

mejores sistemas de nucleasas artificiales reportados hasta la fecha.

. Para los sistemas con 4-ICA se model6 la interaccién del sustrato con los complejos activos
estudiando el efecto del anién DEP en la cinética de hidrélisis y se encontré que se une un
sustrato por cada catalizador, probablemente interaccionando através de sus oxigenos fosforilicos

con los dos cationes metdlicos de los complejos activos.

. Debido a que el sistema Ln(II1)-4ICA presenta actividad suficientemente alta valdria la pena
hacer estudios més detallados con nucledtidos, que constituyen modelos de ADN mucho més

realistas.
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Apéndice A

Modelo cinético de hidrodlisis

consecutivas

Las reacciones mostradas en el esquema § se simplifican con el esquema A1 mostrado a contin-
uacion, en donde S es el sustrato (BNPP), NF~ es el nitrofenolato liberado y cuantificado, I es el
monoéster intermediario (MNPP) y P es el fosfato inorgdnico formado al final de la raccién. De este

esquema, deriva la ecuacién A.1, cuya solucién se da en las serie de ecuaciones posteriores A.2-A.8

S— NF™ + I kpps

I — NF™ + P ko2
Esquema Al.

I Kobs,1[S] + Kobs,2[1] (A1)

Asi se tienen que resolver las ecuaciones para [S], A.2 e [I], A.4 y posteriormente sustituirlas en
A.1. La solucién de A.2 es directa (ecuacién A.3) y nos permite resolver la ecuacién A.4, obteniendo
una ecuacion diferencial no homogénea A.5 que se puede resolver con el método del factor integrante,

obteniendo A.6.
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d[S]

ST (A.2)
5] = [)o exp(—Fane.) (A.3)
0L — ke[~ kool (A.4)
dg] = kobs,1[S]0 exp(—Fkops,1t) — kobs,2[1] (A.5)

L o nal1) = Ko ST exp( ko)
(1) = 08 fexp(—hops1t) — exp(—Fops.2t)] (A6)

(kobs,Q - kobs,l)

Sustituyendo A.3 y A.6 en A.1 tenemos A.7, que puede integrarse, tomando [NF~] =0sit =ty =0

obteniéndose A.8.

A[NF~]
dt

kobs,Zkobs,l
(kobs,2 - kobs,l)

= kovs,1[S]o exp(—k1 opst) + [S]olexp(—FKops,1t) — exp(—FKops,at)] (A7)

kobs,l exp(_kobs,Qt) + (kobs,l - 2kobs,2) exp(_kl,obst)
kobs,2 - kobs,l

INF~] = [S]o |2+ (A.8)
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Como el nitrofenolato liberado se cuantificé espectrofotométricamente podemos sustituir la Ley
de Beer y Lambert en la ecuacién A.8 para obtener finalmente la ecuacion A.9, que se usé para
hacer los ajustes, y fue mostrada en la seccién 4.6.1. Né6tese la dependecia explicita del coeficiente de

absortividad molar con respecto al pH, vide infra.

k’obs,leikObszt =+ (kobs7l - 2kobs72)eik0bs’1t

A(t) = Ao+ enr(pH)I[BNPP]y |2 +
kobs,Q - kobs,l

(A.9)

En este punto tenemos dos posibilidades de simplificacion de la ecuaciéon A.9. La primera es que
kobs,2 — 0. Si esto sucede, llegamos a la ecuacién A.10, que en realidad es equivalente a la ecuacién
A3 expresada para nitrofenolato, es decir implica que la reaccién termina en la primera hidrdlisis y
sigue entonces una cinética simple de primer orden con la liberaciéon de un equivalente de nitrofenolato
(n = 1). Esta posibilidad sin embargo es remota, puesto que se sabe que los monoésteres fosfato son
generalmente mas reactivos que los diésteres (ver tabla 1). A pesar de ésto, hubo algunos casos en los

que se observo esta situacion.

A(t) = nenp(pH)[BN PP)o(1 — e Fovsat) (A.10)

El segundo caso viene dado por la condicion kgps 2 >> Kgps 1. Si este sucede, tenemos un caso similar
al anterior, sin embargo sf se llevan a cabo las dos reacciones, pero la segunda es tan rdpida que no se
puede monitorear, y es como si tuviéramos que el sustrato directamente produce dos equivalentes de
nitrofenolato, correspondiendo también a una cinética de primer orden pero con n = 2 en la ecuacién
A.10. A pesar de que esta opcién parece méds légica, en la prédctica nunca observamos este tipo de

perfil.

Los perfiles de absorbancia contra tiempo que se observan, figura A1, tienen dos comportamientos
distinguibles: si las reacciones son lentas, la grifica es lineal y para reacciones més rapidas no se observa
un valor de saturacién en la curva, a tiempo “infinito” sino que se observa un gradual aumento. Estos

comportamientos estan dados por la relacién entre las constantes kops1 ¥ Kops,2. Si consideramos
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que éstas oscilan entre 107 y 1073 (el caso mds comuin en este trabajo) entre menor es la relacién

Kobs,2/kobs,1 s€ Observa mayor desviacion de la linearidad.

T T T T T T T T T T T T T T T T
020 1 05 1
044 -
0.154 4
o o
(=} Q
Ire] D 0.3 T . i
< Modelo: hiddlisis consecutiva < M"_ge'o' hidrolisis consecutiva
= 0.10 Ch? 1.1273E-7 4 S Chi  4.8724E-7
p A 00138400 < 024 Ao 0.0550010 4
o <
g, 1577110 g 1736110
0,054 [S], 2:6472E-54) 4 [Sl, 24182E540
Ky, 1.60BE-4#16344E-7 0.1+ Koo, S5T9E4H878E7 |-
Ky, 6.1458E-587.1062E-7 Kypso 7-0277E-543.5546E-7
W0 -7 T T e e L I e e e e I
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
s t,s
a b

Figura Al. Ejemplos de curvas cinéticas ajustadas de acuerdo con la ecuacion A1.9. Los sistemas
consisten en Nd, 4-ICA 2mM cada uno, BNPP 0.0274 mM, TRIS 100 mM y cantidades variables de
HCly MeNH para llegar a los pH “s deseados, a 25°C. a. pH = 8.05, kobs 2/kobs1 = 0,382. b. pH =

8.65, kops2/kobs,1 = 0,135.
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Apéndice B

Dependencia de la absorbancia de

nitrofenolato con el pH

El equilibrio de protonacién del nitrofenolato mostrado en el esquema 6 estd defmnido por la con-

stante de acidez mostrada en la ecuacién B.1.

NF~][HT]

_
Ko = “NFm (B.1)

A 400 nm que fue la absorbancia en la que se realizaron todos los estudios cinéticos, la absorbancia

del nitrofenol es 0, por lo que tenemos que la ley de Beer y Lambert es:

A :€NFZ[NF_] (B.Q)

Donde e es el coeficiente de absortividad molar cuando la totalidad del nitrofenolato se encuentra
desprotonado (18000 M~'cm™!) Sin embargo, la concentracién de nitrofenolato depende del pH. Asi,

el balance de masas pertinente se muestra en la ecuacién B.3:
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Cyr=[NF~]+[NFH]

[H7]
K,

= [NF7] [1 + ] = [NF7](1 + 107 PH+PKe) (B.3)

= [NFlagp
Rearreglando las ecuaciones B.2 y B.3 y despejando para %} (pH) obtenemos la ecuacién B.4 que

es la que se usé para generar la gréfica mostrada en el esquema 6 de la seccién 4.6.1.

. ENF
enr(pH) = Py (B.4)
NF
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Apéndice C

Constantes de formacion de

hidroxocomplejos en Hyperquad

Las constantes calculadas con el programa Hyperquad son globales, es decir el producto se forma
apartir de sus especies libres, sin embargo cuando el complejo final presenta alguna desprotonacién con
respecto a las especies de los reactivos, el programa no incluye un OH™ en los reactivos, puesto que
considera que adicionalmente a la posible desprotonacién de agua coordinada, la desprotonacién puede
provenir de algin ligante. Por eso, la desprotonacién de complejos se expresa con un signo negativo
en el coeficiente estequiométrico de la especie H'. El equilibrio que define las constantes del programa
es el que se muestra en el esquema C1, y las constantes de formacién conforme a este equema estdn

definidas por la ecuacién C.1.

mM + 1L = My LiH_, +pH* 8%,

Esquema C1

o IMpLiH G )[HY]"
Fin = ML
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Si en efecto, los protones provienen de la desprotonacién de agua coordinada, (como es nuestro
caso particular) es decir M,,,LiH_j, = M,,L;(OH)y, las constantes de formacién a partir de hidréxido,
B.n -normalmente reportadas en las tablas- se pueden calcular con una relacion sencilla. El equilirbio

correspondiente a estas constantes es el mostrado en el esquema C2 y definido a partir de la ecuacién

C.2.

mM + 1L +hOH™ 2 M, Li(OH)n  Bun

Esquema C2.

8 = [M,,Li(OH)y]
i = ML [OH )"

(C.2)

Se puede ver fécilmente que la relacién entre f,,;, v Brun estd dada por la ecuacién C.3 o en su

forma logaritmica, ecuacién C.4.

mlh
Bmin ()" (C.3)
log B,un = log By + hpKy (C4)

En la tabla C1 se muestran, para titulaciones con diferentes condiciones, las constantes de formacion
arrojadas por Hyperquad (5,;;,) de acuerdo con los modelos propuestos, con sus respectivos pardmetros

estadisticos.
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Tabla C1

[M] [L] log Bns MmLiH _p,
mM 110 120 130 111 233 224 215 X2 o
La| —| ——— —— —_——t ] —— | ——
2 3 3.87 6.75 -5.31 -26.1 1.80
2 4 4.05 7.24 -4.86 -25.59 1.79
2 4 3.61 7.07 -5.78 -25.67 16.88 | 1.79
2 6 3.74 7.39 -4.52 -25.25 2.7 | 1.42
3.84 7.10 -5.1 -25.7
+0.09 +0.2 +0.3 +0.1
Pr
2 2 4.13 7.54 -5.04 -22.11 36.51 | 1.25
2 3 4.30 7.58 -4.14 -10.85 -22.65 4.72 | 1.71
2 4 4.05 7.46 -5.57 -11.06 -25.04 5.85 | 1.61
2 6 4.38 7.81 10.66 -9.79 -22.49 2.65 | 0.35
2 6 4.14 7.73 -3.70 -11.07 29.04 | 4.36
4.20 7.62 -4.6 -11.0 -22.4
10.7
+0.06 +0.06 +0.4 +0.1 +0.2
Nd
1.44 3 4.28 7.79 -9.49 -33.08 | 16.86 | 0.54
0.72 4 4.32 7.89 10.36 0.29
2 2 -11.09 -21.93 | -35.79 1.43
2 6 3.74 7.93 10.41 -9.21 -22.09 | -33.45 | 15.12 | 1.17
2 6 4.17 7.88 -9.02 -21.16 | -31.92 | 9.75 | 1.21
2 4 4.04 7.44 -10.07 -22.58 | -34.32 | 6.58 | 1.55
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M] | [L] log By M LiH
mM 110 120 130 111 233 224 215 X2 o
246 | 2 4.48 -21.35 -33.45 | 21.35 | 2.23
2 1 4.01 -33.92 0.23
2 3 4.13 7.68 -9.65 -34.98 | 21.00 | 1.11
4 6 4.22 6.64 -21.29 -32.25 | 598 | 5.51
4.22 7.72 10.4 -9.8 -21.8 -33.4
+0.05 +0.08 +0.02 +0.3 +0.2 +0.3
Eu
2 2 4.48 7.72 -7.72 -19.41 -31.42 0.38
2 4 4.36 8.16 9.89 -7.68 -19.27 -31.38 | 18.43 | 0.48
2 6 4.42 8.14 11.18 -7.41 -18.50 -31.04 | 11.03 | 0.42
24 2 4.21 -31.82 | 37.05 | 2.27
2 3 4.60 7.98 -8.72 -19.23 -31.77 | 7.69 | 1.30
3 2 4.38 -31.58 | 43.69 | 7.26
4.4 8.0 10.5 -7.6 -19.1 -31.5
+0.1 +0.2 +0.6 +0.2 +0.4 +0.3
Dy | —— —_——— —
2 3 4.45 8.08 -7.29 -19.16 -31.68 | 20.06 | 0.98
2 4 4.44 8.07 -7.67 -19.58 -32.04 1.10
2 6 4.49 8.10 10.80 -7.61 -19.07 -31.83 0.41
4.46 8.08 -7.5 -19.3 -31.8
10.8
+0.02 +0.01 +0.1 +0.2 +0.1
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