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RESUMEN

En el presente trabajo se muestra el estudio cinético de la reaccion de hidrolisis acido-base del
difenil p-nitrofenilfosfato (DPpNPP), sustrato modelo del pesticida paraoxon. Los experimentos
se hicieron en mezclas de DMSO con agua en diferentes proporciones volumen/volumen, desde
20% hasta 80% de DMSO, a una temperatura de 37°C en presencia del amortiguador guanidina-
guanidinio. En las mezclas estudiadas, se observd un aumento del pKw y del pKa, proporcional
al aumento del contenido DMSO en el medié, el valor de pKw aumento de 14.03 a 18.69, mientras
que el aumento para el pKa fue de 12.67 a 13.86, lo que favorece la catdlisis por el amortiguador
empleado. Para determinar el mecanismo de reaccion se realizaron perfiles de la variacion de la
constante de rapidez observada con la concentracién total del amortiguador, en diferentes grados
de neutralizacion, y ademas un perfil de catalisis basica especifica con hidréxido de
tetrametilamonio. De los perfiles de la variacion de la constante de rapidez con respecto a la
concentracion del amortiguador y el grado de neutralizacién, se obtuvo la siguiente ecuacién de
rapidez: Kons = ks[GU] + kon[OH] + ko. De la ecuacién de la velocidad se concluye que hay varias
rutas cataliticas posibles en la ruptura del DPpNPP en el medio estudiado: una catalisis basica
general con constante de velocidad kg, y una catdlisis basica especifica con constante de
velocidad kon. Esta Ultima se ve abatida en las mezclas con mayor contenido de DMSO.
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INTRODUCCION

Los ésteres de fosfato son moléculas con las que tenemos contacto en nuestra vida diaria. Se
encuentran presentes en las vias metabdlicas como el catabolismo de carbohidratos, y en la
sefalizacién celular hay reacciones donde se forman (Mathews y col. 2013). Tal es el caso de la
primera reaccion de la glucdlisis, la cual se ilustra en la figura 1, en donde se fosforila la glucosa
para formar la glucosa 6-fosfato. De igual manera, los diésteres de fosfato son de suma
importancia, puesto que de ellos estan constituidos tanto el ADN como el ARN (Simon y col.
2016). Por lo tanto, la formacion y ruptura de estos enlaces es indispensable para la transcripciéon
y replicacion (Chandar y Viselli, 2010).

a) O

2+
HO 0 Mg HO 0
HO OH /7~  HO o

Figura 1. a) Conversién de glucosa a glucosa-6-fosfato, b) Estructura de una cadena simple de
ADN.

Existen, también los triésteres de fosfato, los cuales fueron utilizados como insecticidas
en la década de 1930. Al ver que estos no eran selectivos hacia el tipo de organismo en el que
actuaban, fueron sintetizados otros compuestos similares para ser usados en la segunda guerra
mundial (Tarrat, 2010). A partir de entonces, se han utilizado para diversos motivos bélicos;
algunos ejemplos de estos compuestos son el Sarin, el Soman, y los agentes VX y VR (ver figura
2). En el caso de los pesticidas, se han sintetizado compuestos como el paration y el paraoxon

(ver figura 2), que son mas efectivos y ampliamente utilizados para el control de plagas en los
cultivos.
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Figura 2. Estructura de: a) Paraoxon, b) Ciclosarin y c) VX.

El mecanismo de accion de los pesticidas organofosforados es la inhibicién de la
acetilcolinesterasa (AChE), enzima que se encarga de hidrolizar la acetilcolina. Cuando esta
enzima estd en contacto con los triésteres de fosfato, resulta inhibida por la unién covalente de
estos al sitio activo de la enzima (ver figura 3). Esta union es irreversible, por lo que sera necesaria
la sintesis de nuevas enzimas para poder regular la funcién del sistema nervioso (Wiener y
Hoffman, 2004). Esta inhibicién enziméatica provoca dolor de cabeza, sudoracion, dificultad para
respirar, nauseas, diarrea, fasciculaciones del pulso y musculares (Alewu y Nosir, 2011). Estudios
recientes han demostrado que en exposiciones crénicas estos pesticidas pueden provocar
anemias y enfermedades cardiovasculares, asi como problemas de infertilidad por disminucion
de la viabilidad, aumento de aglutinaciéon y cambios en la morfologia espermatica (Aldana y Col.,
2013; Dong-Zong y col., 2015).

His
Glu \
His St oN—
Ser )Oj\ ,,»H'N\'/N H
Glu __ o Ser
Q HNGNTY T or
- —_— > :
K H-0 R2O IFO
o 20 \P/
R ~P</3 R{ Lx
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His His
Glu Ser Glu Ser
. - +H,0 (o) _N-IN-
0 H-NN-H o// 2 bt H-NEN-H ?
o -R?0H o
© 0-P=0 © 0=P-OR?
|
R1 Ry

Figura 3. Mecanismo de inhibicidn de la acetilcolinesterasa por agentes nerviosos.
Adaptada de: (Jang y Coals. 2015).

Se ha demostrado que el uso de pesticidas organofosforados ha ocasionado

contaminacién de tierras y aguas (Gunther, 1977), ya que estos no se degradan rapidamente
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(Racke y col.,1996). Ademas, se han encontrado cantidades pequefias de compuestos
organofosforados en hortalizas en las que fueron utilizados (Pérez y col., 2013), asi mismo, se
ha encontrado que triésteres de fosfato (como el trifenil fosfato, utilizado como retardante de fuego
y plastificante) estan presentes en el polvo dentro de los hogares en los Estados Unidos (D. Mitro
y col., 2016).

Lo anterior motiva al estudio de la ruptura de tales compuestos, para conocer el

mecanismo de reaccion y disefar catalizadores que puedan romperlos.
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OBJETIVOS
General.
Estudiar la ruptura acido-base con guanidina en la hidrdlisis del triéster de fosfato difenil p-
nitrofenil fosfato (DPpNPP) en mezclas de DMSO-agua para determinar la ley de rapidez y
proponer el posible mecanismo de reaccion.

Especificos

Determinar los valores de pKa del ion guanidinio y de pKw por potenciometria, en las diferentes

mezclas de disolventes utilizadas.

Determinar los valores de las constantes de rapidez para la catalisis basica especifica (OH") del

DPpNPP a diferentes concentraciones de DMSO acuoso (10-80% v/v).

Determinar los valores de las constantes de rapidez para la catélisis con guanidina en la ruptura
del DPpNPP en diferentes concentraciones de DMSO acuoso (10-80% v/v), con la variacion de
la concentracion del catalizador y su neutralizacion.

Evaluar el efecto del disolvente sobre la ruptura &cido-base del DPpNPP.

Obtener la ley de rapidez en las mezclas de mayor actividad y proponer un mecanismo para la
ruptura del DPpNPP.

15



ANTECEDENTES

Catédlisis

Aumentar la rapidez de una reaccion es facil mediante el uso de catalizadores. Un catalizador es
una sustancia que disminuye la energia de activacion para una reaccién, mediante el cambio del
mecanismo, sin modificar el AG. El cambio en el mecanismo puede involucrar varios pasos extras,
cuyas barreras energéticas son menores que las de las reacciones sin catalizar, esto repercute

en la rapidez, acelerando la reaccion. (Laidler, 1987).

S = sustrato
HS* = sustrato protonado
P = producto
HP* = producto protonado

_ ) ~ Coordenada de reaccion _
Figura 4. Perfil de energia de activacion para una reaccion sin catalizar (en negro), y una

reaccién catalizada por acido (en rojo) (Corona, 2011).

Existen diversos tipos de catdlisis, por ejemplo, catalisis heterogénea y homogénea. Esta
ultima, es llevada a cabo en una sola fase, es decir, en disoluciéon. Dentro de este tipo
encontramos la catdlisis enzimatica, organometalica, acido base, entre otras. De las anteriores la
catalisis acido-base (también llamada acido-base de Brgnsted) es el tipo mas comudn en quimica
organica (Anslyn, 2006), y se sustenta en que los sustratos serdn mas reactivos al ser protonados

o desprotonados, de esa manera se favorece la reaccion (Corona, 2011).

16



Este tipo de catalisis no es llevado a cabo sélo por &cidos y bases fuertes (catalisis acido-
base especifica), sino también por débiles (catalisis acido-base general); y es importante sefialar
que pueden ocurrir al mismo tiempo. La ecuacion empirica para este tipo de reacciones es la

siguiente:

v = [S](ko + ku'[H'] + kon [OH7] + kna[HA] + ks[B])

Donde, HA y B representan un 4cido y una base débil respectivamente y kua, ks son sus
constantes cataliticas (Anslyn, 2006). Dada la ecuacién anterior, se puede asumir que, al
moadificar las condiciones de una reaccion, tal como el pH, se pueden favorecer algunas de las

contribuciones, asi como desfavorecer otras.

Catalisis de la ruptura de ésteres de fosfato

Para la ruptura de triésteres de fosfato, algunos proyectos se han inspirado en la
fosfotriesterasa (PTE), enzima proveniente de Pseudomonas diminuta, Flavobacterium,
Agrobacterium radiobacter y Chryseobacterium balustinum, que ha demostrado ser muy activa
en la hidrolisis de los ésteres de fosfato (Sesha y Col., 2015). Ya que la PTE usa zinc como
cofactor, intentos de mimetizarla se han basado en complejos ciclicos de nitrdgeno y zinc. Para
la degradacién de paraoxén, se han utilizado complejos como el triazododecanozinc(ll)( Zn?*-[12]-
anoNs),con una Kops = 6.08 x 10 min‘t. (Kennedy, 2015). Metales libres también se utilizaron para
catalizar la etandlisis del DPpNPP, las constantes observadas se muestran en la tabla 1. Se
comparan también los grupos salientes 4-nitrofenolato y fenolato, dando como resultado que el
fenolato es aproximadamente 250 veces mas lento que el 4-nitrofenolato en dicho triéster
(NayelKerke y col., 2003; Gellman y col., 1986). Un estudio hecho por Castro y colaboradores
(2011) fue realizado con piperidina, 4-oxipiridina y 4-metoxifenolato para la ruptura del dietil p-
nitrofenilfosfato (DEpNPP, también llamado paraoxén), en la mezcla etanol-agua 44%; las
constantes de rapidez obtenidas en este trabajo se encuentran en la tabla 1 y el mecanismo
sugerido fue una sustitucion nucleofilica bimolecular. En 1968 Bunton y colaboradores estudiaron
la hidrolisis &cida y basica del triéster DPpNPP en mezclas de agua-dioxano (95:5 v/v). Usaron
acidos como HCIO4, H.SO.y HCI y bases como NaOH, LiOH, KOH y la mezcla de MesNOH y
MesNCI. Esta Ultima, con una constante de 0.418 L mol* s, 3 6rdenes mayor que las constantes
para la catalisis acida (ver tabla 1). Tarrat en 2010, hizo un estudio teérico del mecanismo para

la hidrélisis basica de triésteres, ya que, dependiendo del grupo saliente, el nucledfilo puede
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atacar al fésforo y formar un intermediario pentavalente, llamado fosforano, o generar
directamente a los productos de la reaccion. En este estudio se evaluaron 6 ésteres con grupos
salientes distintos y se concluye que, para los ésteres con grupos salientes con valor de pKayy <
8, ocurrird un mecanismo concertado.

También se ha estudiado la catalisis &cido-base general. Este tipo de estudios se realiza
con amortiguadores de pH, donde se puede encontrar una contribucion tanto de la especie basica
como de la acida. Catalizadores a base de guanidina, aminoguanidina, acetamidina,
benzamidina, metilamina y piperidina fueron utilizados por Corona y colaboradores en 2010 para
la transesterificacion del diéster de fosfato 2-hidroxipropil 4-nitrofenil fosfato, HpNPP. La catalisis
con guanidina mostré ser la mas eficiente, donde tanto la parte protonada como la base libre,
desarrollaban una parte de la catdlisis. Este amortiguador favorece la reaccion, ya que la
guanidina puede extraer un protdn del sustrato y el guanidinio, puede interaccionar con nucledfilos

activandolos. En la figura 5 se ilustran las interacciones que puede presentar esta especie.

a) b d
R ||?4 : Ffz Ra 2 R, Ry ) Ry |_|~\)4
| | |
N_ _N N._ N N.® N N _N
Ry r’®\H, R S H R YL Ri™ 7 TH
N . Nu N.. N u N.,
Ry H R "H Ry H Ry E

Figura 5. Interacciones posibles en la catalisis con guanidina. La activacion de Brgnsted a)
acida b) basica, de Lewis c) acida y d) basica.

Imagen modificada de: Cho y Wah Wong, 2015.

Algunas de las caracteristicas que hacen a las guanidinas tan buenos catalizadores son
la capacidad de deslocalizar la carga positiva al protonarse (Taylor y col., 2012) y su estructura
rigida y plana, que la hace complementaria geométricamente a diversos oxoaniones, lo que
permite la formacién de enlaces de hidrégeno entre ellos. Tal es el caso de los fosfodiésteres y
la interaccién propuesta por Salvio en 2015 (Ver figura 6), misma interaccion que sucede en los

sitios hidrofébicos de proteinas.
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Figura 6. Interaccion del grupo guanidinio con fosfodiésteres.

Modificada de: Salvio, 2015

Se ha aprovechado la capacidad de modificar la estructura de la guanidina para sintetizar
nuevas moléculas, como catalizadores que contienen un grupo guanidinio, o un guanidinio en
conjunto con otra unidad activa como un centro metalico, un grupo hidroxilo, o alguna base libre
en disolucién, las cuales pudieran acelerar mas la reaccion (Ishikawa, 2009). Moléculas que
contienen guanidinas en su estructura, como las biguanidas: metformina y moroxidina,
demostraron realizar la catélisis del HDONPP en DMSO acuoso, con un mecanismo basico general
(Grajeda, 2017). Asi mismo, Salvio y colaboradores han sintetizado compuestos con
espaciadores, calixarenos y complejos de metales con hidroxido, para utilizarlos como
catalizadores en la ruptura de mono y diésteres. Sintetizaron fosfodiesteresas artificiales a base
de moléculas que unian a un grupo guanidinio ya sea con un grupo imidazol, o un complejo ciclico
de nitrégeno unido a Zn?* o Cu?*; la unién del guanidinio a estos se realiz6 mediante m-xilenos
(Salvio, 2011), estos complejos mejoraron la catdlisis en comparaciéon con el guanidinio libre.
Como ejemplo, el complejo con zinc mejord la constate en 4 6rdenes de magnitud. Usaron
también calix[4]arenos sustituidos con 2, 3 y 4 grupos guanidinio (Baldini y col., 2012), donde el
calixareno sustituido con 3 guanidinios fue ligeramente mas eficiente, a pesar de que el tercer
grupo guanidinio actué solo como espectador. Calix[4]arenos sustituidos con dos guanidinios en
posiciones 1,2 y 1,3 fueron utilizados para la ruptura de diribonucle6sidos monofosfato (GpA,
GpU, UpU, CpA), con mejores resultados que para la ruptura de HpNPP. y concluy6 que estos
calixarenos son plataformas Utiles para el disefio de catalizadores bifuncionales (Salvio, 2014).
Con base en eso, disefiaron catalizadores con cobre ligado a 1,4,7-triazociclononano (TACN),
este unido a un calixareno en posicion 1,3 con guanidinio. Este fue usado en la transesterificacion
de HpNPP vy la ruptura de diribonucledsidos monofosfato, con mayor eficiencia para HpNPP
(Salvio, y otros, 2015). EI mecanismo propuesto por Salvio en sus trabajos es una catalisis
bifuncional: activacion electrostatica del estado de transicién por parte del ion guanidinio y
catalisis basica, ya sea por guanidina o por cualquiera de las otras bases utilizadas. (En la tabla

1 se muestran las constantes obtenidas por este grupo). En contraste, Piatek (Piatek y col., 2004)
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trabajé con un diéster de fosfato, el 2-hidroxipropilfenil fosfato, al cual se le agregdé guanidina
como sustituyente en la posicion orto. Esto provoc6 que el mecanismo que llevaba a cabo la
guanidina protonada fuera el de un &cido general, y no la estabilizacién electrofilica. A
continuacién, se muestra en la tabla 1, un resumen de los catalizadores mas destacados usados

en la ruptura de ésteres de fosfato.

Tabla 1. Constantes de rapidez observadas para la ruptura ésteres de fosfato con diferentes

sistemas, utilizados por otros grupos de investigacion.

Sustrato Catalizador Kobs (572) pH Referencia

NH,
HN=( 9.6 x 10°
NH,

N : 1.64 x 108

1.04 x 10”7
///N NH
N\/) +H2N§<
HpNPP NH Salvio,
NH
DMSO agua (80:20) 2 2011
+H2N=< 2.8 x10°
NH,
N N

( ‘\\Cu2+ 2.6 x 10°
\\‘\ |
HO''\_~N 9

N " 1.02 x 10
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+H2N=< 1.6 x 108
NH,
N -
o z@ 3.6 x 10°
vt |
HON_N 9.8
-4
GN A 2 x 10
= T
RO NH,*
HO
6.3 x 10 9.3
HpNPP Salvio,
DMSO agua (80:20) 23 %105 10.4 2012
3.8x10° 11.1
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+HGu GUH+ GuH+

1.06 x 10° 10.9
HpNPP 1.1 x 10% 9.9
DMSO agua (80:20)
Salvio,
1.3 x 103 2015
GpA* 1.6 x 10
GpuU* 8.5 x 10°
UpU* 2.6 x 10° 8.8
CpA* 1.2 x 10°®
HCIO.° 6.04 x 10 ND
H,SO,P 7.91 x10* ND
DPpNPP HCIP 3.83 x10* ND Bunton,
agua dioxano(95:5 v/v) NaOHP 3.73 ND 1968
(CH3)sNOHP 3.8 ND
(CH3)4sNOH +(CH3)sNCIP 4.18 ND
LIOEt° 1.36 ND
DPpNPP NaOEt" 1.03 ND NayelKerke,
Etanol KOEtP 0.85 ND 2003
CsOEt? 0.42 ND
0.9 x10%4P ND Castro,2011

Etanol agua 44%

DEtpNPP O
N
H
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’ ‘ 0.43 x10P ND

N
H
o
0.34 x10%P ND
OCHj,
Paraoxon 1.1 x103° ]
Agua N Lopez,
% ~“OH
Paration NH, 1.9 x104° 2017
Agua

[Cat] = 1 mmol L?, 25 °C; P[Cat] = 1 mol L; * DMSO-agua (80:20); X 50°C

Efecto del Disolvente

Las variaciones en el disolvente pueden cambiar drasticamente el progreso de una reaccion y
dado, a que las interacciones entre soluto y solvente son sensibles al medio, comprender este
complejo fendmeno no es sencillo, a pesar de que ha sido investigado extensamente (Anslyn,
2006). Entre los posibles efectos de un disolvente, destacan el efecto en el mecanismo de
reaccion y el efecto sobre el valor de pKa. Ademas, existen relaciones cuantitativas para medir

diversos efectos de los disolventes, tales efectos se describen brevemente a continuacion.
Efecto en el mecanismo de reaccién

La mayoria de las reacciones quimicas se llevan a cabo en disolucion, como consecuencia, el
mecanismo de reaccion depende del disolvente, ya que la interaccion soluto-disolvente afecta las

propiedades y la reactividad de los compuestos reaccionantes (Juaristi, 2015).

Un claro ejemplo de la influencia de un disolvente sobre una reaccion son las sustituciones
nucleofilicas. Al cambiar de un disolvente polar prético a otro polar aprético puede provocar un

cambio de mecanismo de Syl al Sn2, tal es el caso de la reaccion ilustrada en la figura 7, donde
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se genera el mismo producto bajo dos diferentes mecanismos, provocados por el cambio del

disolvente.

Me Solvente  Me Solvente Me
o CN Polar P Polar 4 —CN
Me' Prético Me'l] Aprotico mel]
B E———
© MeOH © DMSO O]
Cle N=C: Cls
Syl Sp2

Figura 7. Efecto del disolvente sobre el mecanismo de reaccion.

Los disolventes préticos polares favorecen los mecanismos del tipo Sn1. Esto se debe a
que en este mecanismo se desarrolla y concentra una carga eléctrica en el estado de transicion
en relacion con los reactivos de partida. La energia requerida para llevar a cabo el proceso se
hace menor a medida que crece la constante dieléctrica € del medio; el proceso también se ve
facilitado al aumentar la solvatacion del par ibnico en desarrollo (Reichardt, 1982). En cambio,
para las reacciones Sy2, se observa un aumento en la rapidez de las reacciones cuando se
efectian en disolventes polares aproticos (Sykes, 2002). Tal efecto resulta conveniente en el
estudio de los mecanismos de reaccion ya que puede emplearse como herramienta de
diagndstico mecanistico. Al conocer la influencia del disolvente sobre la rapidez de reaccién, se

puede conocer el mecanismo por el cual esta se lleva a cabo.

Efecto del disolvente sobre el pKa

El equilibrio de ionizacion de un acido o una base depende del disolvente. Este efecto no sélo se
debe a la acidez o basicidad, sino también a la constante dieléctrica (permitividad dieléctrica) del
disolvente. Algo conocido es que los iones se estabilizan por los disolventes polares, ya que los
dipolos electrostaticos interaccionan directamente con las cargas eléctricas de los iones y la
permitividad dieléctrica disminuye la tendencia de los iones a reasociarse (Fersht, 1980). La
ionizacion de un acido neutro disminuye con la adiciéon de un disolvente de baja polaridad a una

solucién acuosa como en la ecuacion que se muestra a continuacion (Cox, 2013):

HAS A+ H'
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La razén por la cual los acidos neutros se ionizan menos en disolventes de menor
permitividad dieléctrica, es que en su disociacion se genera dos iones. Lo anterior no se favorece
ya que el disolvente serd menos eficiente en estabilizar las nuevas cargas generadas (puesto que
la permitividad dieléctrica es la capacidad de separar cargas). Por otra parte, la ionizacion de un
acido cationico es muy poco sensible a la polaridad del disolvente y a su permitividad dieléctrica
ya que no hay variacion de carga en el equilibrio, como se muestra en la ecuacion siguiente (Cox,
2013):

HB* & B + H'

Cualquier variacion es debida a una pequefia estabilizacion particular de la estructura

guimica del acido catiénico en el disolvente (Cox, 2013).

Efecto cuantitativo del disolvente

El efecto que tiene un disolvente o una mezcla de disolventes en una reaccion, depende de las
interacciones que este tenga tanto con los reactivos como con las especies intermediarias. Por
esta razén, a pesar de ser parametros importantes, no es suficiente evaluar el efecto del
disolvente sélo con la permitividad relativa y la polaridad. En las ultimas décadas se han disefado
diferentes técnicas experimentales con el fin de investigar y esclarecer el rol que juegan los
disolventes sobre una reaccion (Audran y col., 2012).

Si todas las interacciones posibles de soluto-solvente se toman en cuenta, entonces el
intento de correlacionar la constante de velocidad con el medio generara ecuaciones tan
complicadas que su verificacidn experimental seria imposible. Por eso las ecuaciones que se
correlacionan con las constantes de velocidad son usualmente derivadas de modelos justificados
tedricamente, permitidas solo para un ndmero limitado de factores de interaccion. Si el modelo
adoptado refleja correctamente las interacciones dominantes de soluto-solvente, entonces una
buena descripcion cuantitativa de los datos experimentales derivada de una ecuacién teorica
puede ser obtenida (Reichardt, 2003). A continuacion, se indican algunos de los parametros mas

utilizados para correlacionar la reactividad en funcion del disolvente.

E1(30) o Energia de transicion electronica molar. Existen diferentes maneras de medir
la polaridad de un disolvente, una de ellas es mediante el uso de indicadores solvatocromicos.

La energia de las transiciones electronicas de los solutos depende de la polaridad del disolvente,
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esto puede ser medido facilmente con el maximo de absorcidén en el UV-visible. El indicador
utilizado es el 2,6-difenil-4-(2,4,6-trifenilpiridinio-1-il) fenolato, betaina 30, propuesto por Reichardt
y Dimroth. El valor de este parametro para cada mezcla de disolventes o disolvente puro se puede

calcular con la siguiente formula.
Er(30) = hcoN, = 2.859 x1073 v /om'™
Por definicion, los valores obtenidos con la ecuacion anterior estan en unidades de

. . N .
kcal/mol; sin embargo, es recomendable el uso de estos valores normalizados, E; , mediante el

uso del valor de referencia de 0 para tetrametilsilano y de 1 para el agua (Ortega y col., 1996).
Estos valores nos proveen informacién acerca de las interacciones soluto-disolvente y disolvente-
disolventes presentes en mezclas. En la escala normalizada, un valor cercano a cero nos indica
que el disolvente o la mezcla es poco polar y un valor cercano a 1 que la mezcla es polar. Una
correlacion lineal de este parametro con el logaritmo de la constante de rapidez, indica que la

reaccion es dependiente de la polaridad del medio.

Escala de Catalan. Es usada para llevar a cabo un analisis multiparamétrico de varias

escalas reportadas y datos experimentales de interés. Dicho analisis esta dado por:
P = aSPP + bSA + cSB + P,

Donde P es la cantidad por describir en algun solvente, o mezcla de ellos; SPP, SAy SB
son los valores para la polarizabilidad, acidez y basicidad para dicho solvente, respectivamente;
los coeficientes a, b y ¢ hablan de la sensibilidad de P para dichos efectos, mientras que P, es el
valor de P en el vacio (Wypych, 2011). En principio, cualquier propiedad molecular de una mezcla

de disolventes, puede ser evaluada usando la ecuacion anterior (Catalan y col., 2001).

Relaciones de Kirkwood. Este tipo de relaciéon es util para analizar el efecto del
disolvente en reacciones que involucran especies neutras polares. La ecuacion de Kirkwood se
basa en que un cambio en la polaridad de las especies en el estado de transicion puede verse
afectado por la polaridad del medio. Para esto se utiliza el tratamiento de Eiryng, en el cual se

considera un equilibrio entre los reactivos y el complejo activado en el estado de transicion:

t
A+B =— (AB) —> C+D
Si consideramos dos moléculas dipolares A 'y B, con momentos pa y us, para formar un
complejo activado con un momento dipolar p* podemos obtener la siguiente ecuacion:
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2 2 2
Nk =1In kO—L [ﬂAJrﬂB_ﬂ»fj. & —1

dr-g,-R-T \rd 2 ’) 2 +1

Donde k es la constante de rapidez en el medio de permitividad relativa & y ko es la
constante en un medio en fase gaseosa. Esta importante formula relaciona los cambios de
energia de solvatacién de Gibbs de un soluto dipolar, con la permitividad relativa del disolvente y
el momento dipolar y radio del soluto, tomando en cuenta solo fuerzas de tipo electrostaticas entre
soluto y solvente (tipo dipolo-dipolo). Con esta ecuacion se puede predecir qué si el complejo
activado es mas dipolar que los reactivos, entonces la velocidad de reaccion aumenta con la
permitividad relativa del medio, en funcién del valor de la pendiente de la correlacion (Reichardt,
2003). Ademas, si se cuenta con los radios de las moléculas reactantes y sus momentos

dipolares, es posible determinar el tamafio del complejo activado.
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MATERIALES Y METODOS

Sustrato

Para la realizacion de los estudios cinéticos se empled como sustrato el triéster de fosfato, difenil
p-nitrofenilfosfato (DPpNPP) M = 371.28 gmol* (ver figura 8). La reaccién de hidrélisis de este
sustrato es irreversible y uno de sus productos es el 4-nitrofenolato en condiciones alcalinas, lo
gue presenta la ventaja de ser facilmente detectable por espectrofotometria de absorcién
electrénica, debido a que tiene una banda caracteristica en la regién del visible a 400 nm en agua

y presenta muy poco efecto solvatocrémico.

OPh

O\P/
/y ~
O,N

Figura 8. Estructura del DPpNPP.

Sintesis del Sustrato

Para la sintesis del DPpNPP se modificé la metodologia descrita por Bunton y colaboradores
(1968), Jones y colaboradores (2003) y Gulick y Geske (1966). En un matraz de Schlenk se
disolvieron 1.18 g de 4-nitrofenol (8 mmol) en 30 mL de éter etilico y 2.6 mL de cloruro de difenil
fosfato (12 mmol), ademas, se agrego lentamente 1.7 mL de trietilamina (12 mmol). La reaccién
se ilustra en la figura 9. El sistema se mantuvo en agitacion durante 5 horas en una atmdsfera de
nitrdgeno para evitar que el agua del ambiente hidrolizar& al cloruro de difenilfosfato. Al terminar
la reaccion (se sigui6 por TLC), el producto se sometié a lavados con agua y unas gotas de acido
clorhidrico concentrado. Después de los lavados, se realiz6 una extraccion con éter, de donde
fue recuperado el producto. El éter se dej6é evaporar hasta obtener un liquido viscoso de
apariencia amarillo ocre, el cual se recristalizdé con etanol. Al sélido obtenido se le determiné el
punto de fusion (Tr = 48-49 °C) y se tomaron los espectros de resonancia magnética nuclear de
proton (RMN *H) y de fésforo (RMN 3!P), de donde se obtuvieron las siguientes sefiales: RMN 'H
(500 MHZ, d°-DMSO) &(ppm): 8.38 (d, 2H), 7.58 (d, 2H), 7.49 (t, 4H), 7.36 (t, 2H), 7.33 (d, 4H);
RMN 3P (500 MHZ, d°-DMSO) &(ppm): -16 ppm; los espectros se muestran en el anexo 1.

Ademas, para confirmar la formacion del compuesto se hizo una prueba de hidrolisis por
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espectrofotometria de UV-Vis, donde se monitorizé la formacion de la banda del 4-nitrofenolato a
diferentes valores de pH alcalino. Debido a la solubilidad del compuesto, las soluciones

concentradas se hicieron en dimetilsulféxido en concentracién 10 mmol L.

~\
o CI\© g OPh
\/N\/ O\P/
f e A e
o O O,N
e

Figura 9. Reaccion de sintesis del DPpNPP.

Disolventes

Para la realizacién de todos los experimentos se utiliz6 agua desionizada obtenida del equipo
Barnstead Nanopure (modelo D11901). El dimetilsulfoxido (DMSO) que se utilizé fue adquirido
de Sigma Aldrich con una pureza del 99.5% y se utiliz6 sin ningln tratamiento previo. En todos
los ensayos se utilizaron mezclas de DMSO-Agua, donde varié el porcentaje de DMSO del 20%

al 80% (v/v), con un incremento de 10% en 10%.
Reactivos
Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma Aldrich y usados sin tratamiento previo. El

amortiguador que se utiliz6 como catalizador se generd in situ con cloruro de guanidinio e

hidroxido de tetrametilamonio.

Tabla 2. Estructura y caracteristicas principales de los reactivos utilizados.

4-nitrofenol

HOONOZ M =139.11 g mol*

pureza > 99%
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@O Cloruro de difenil fosfato
o//\P\/O M = 268.63 gmol*
Cl pureza del 99%

> Trietilamina
N M = 101.19 gmol*
/N pureza > 99%
Eter etilico
o M = 74.12 gmol*

pureza >99%

Cloruro de tetrametilamonio
MeaNCI M = 109.60 gmol*
pureza del 99%

Hidroxido de tetrametilamonio pentahidratado
MesNOH-5H20 M = 181.23 gmol?

pureza > 97%

Acido clorhidrico
HCI M = 36.46 gmol?
pureza del 37%

HZ-N\ .2 NH, Cloruro de guanidinio
R Cl M= 95.53 gmol*

Pureza > 99%

Dimetilsulféxido
DMSO M= 78.13 gmol?
Pureza > 99.5%

@)
Biftalato de potasio
O K*
M = 204.22 gmol?
OH
Pureza > 99.5%
@)

Hidréxido de sodio
NaOH M = 40.0 gmol*
Pureza > 98.6%
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Equipo

Las mediciones espectrofotométricas se realizaron en un espectrofotometro modelo Cary 60 de
doble haz de luz (con lampara de Xendn), equipado con multicelda y un recirculador de agua
PCB1500, ambos equipos de marca Agilent Technologies. Las titulaciones para conocer los
valores de pKw y pKa se realizaron con un potenciémetro digital marca Metrohm modelo 780,
con el uso de un electrodo de vidrio marca Metrohm (aquatrodo) y una termosonda Pt 1000, con
un intervalo de medicion entre -50 y 100 °C, de acero inoxidable, marca Metrohm. Las titulaciones
se hicieron en una celda de vidrio de 50 mL marca Metrohm, equipada con una chaqueta de
recirculacién de temperatura para mantener la temperatura constante. Esto se hizo con un bafio

de recirculacion de agua marca Julabo modelo FP45-HL.

Programas

El andlisis de los datos obtenidos de los experimentos cinéticos y de las titulaciones
potenciométricas para determinar las constantes de rapidez y las constantes de ionizacion del
agua en las diferentes mezclas, se hizo con el programa OriginPro™ version 9.0 de 64 bits.
Mientras que los valores de pKa fueron calculados utilizando el programa Hyperquad 2008
version 2.1 NT (Gans y col., 1996).

Estudios Cinéticos

La reaccion de ruptura del DPpNPP (Figura 10) se siguié mediante el uso de un espectrofotometro
de UV/Vis, ya que durante la ruptura se genera el anion 4-nitrofenolato, el cual presenta una
banda de absorcién caracteristica en la region del visible (400-420 nm, dependiendo de la
proporcion de disolvente). Debido a que las cinéticas se realizaron en distintas proporciones de
DMSO-agua, se determiné la longitud de onda de los maximos de absorbancia del anién 4-

nitrofenolato en las distintas mezclas, asi como los valores de absortividad molar (€).
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o- P o) NH2 0 0
PhO-P-OPh  + \Q

Figura 10. Reaccion de la ruptura catalitica del tipo acido base del compuesto DPpNPP.

Para los estudios cinéticos se utilizaron mezclas de DMSO con agua en una proporcion
variable volumen/volumen desde 20 hasta 80 % (con un incremento de 10 en 10) de DMSO para
cada perfil. Todas las mediciones se llevaron a cabo en celdas de cuarzo de 1 cm de longitud de
paso optico, con un volumen final de la solucién de 2.5 mL. La temperatura de todos los
experimentos se mantuvo constante a 37° C, al igual que la fuerza i6nica en un valor de 0.1 mol
L con cloruro de tetrametilamonio. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién de una
alicuota de la disolucion del DPpNPP a la celda. Todas las reacciones fueron realizadas en
condiciones de pseudoprimer orden, es decir, la concentracién del sustrato fue de 60 pmolL?
mientras que la del catalizador vari6 de 0.4 a 30 mmolL™. Las constantes de rapidez observadas
fueron obtenidas en el programa OriginPro™ mediante un ajuste no lineal, correspondiente a la

formacion del producto mediante una cinética de primer orden, con la siguiente ecuacion:
A=AA(1-e")+A, Ec.1

Donde, Ao, es la absorbancia al tiempo igual a 0, A A es la diferencia entre la
absorbancia en el infinito e inicial, k es la constante de rapidez, y t es el tiempo. En la figura 11,

se muestra un ejemplo del ajuste de una cinética con la ecuacion anterior.
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Figura 11. Ejemplo de un ajuste con la ecuacién 1 para la ruptura catalitica del DPpNPP.

Perfiles de Concentracién y Neutralizacién

El perfil de concentracién se realiz6 para conocer si existe catdlisis por parte del amortiguador
(guanidina/guanidinio) y determinar el orden de la reaccién del mismo. Mientras que el perfil de
neutralizacién se hizo para conocer la especie del amortiguador que esta realizando la catalisis.
Para obtener el perfil de concentracién, se hizo variar la concentracion total del amortiguador
desde 2 mmol L! hasta 30 mmol L, a una fraccién de guanidina libre constante; el amortiguador
se generod a partir de una solucién de cloruro de guanidinio, e hidréxido de tetrametilamonio. La
concentracion del sustrato fue de 60 umol L (concentracién que origina el pseudoprimer orden).
Estos experimentos se realizaron a 37° C, con una fuerza iénica constante de 0.1 mol L. Para
determinar el orden de reaccion del catalizador (keu), se hicieron graficas de las constantes de
rapidez observadas (koss) €n funcién de la concentracion de guanidina afadida.

Los posibles perfiles para dichos graficos se ilustran en la figura 12. En la curva a se
observa un comportamiento de orden cero respecto al catalizador, lo cual indica que no existe la
catalisis. Esto se observa ya que no hay dependencia con la concentracion del mismo y se ve
reflejado en la pendiente de valor cero (y = ko). En la curva b se observa un comportamiento

lineal, es decir, una dependencia de orden uno con relacién al catalizador (y = keafCat]r + ko).
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Esto podria sugerir la participacion de algunas de las especies del catalizador. Finalmente, en la
curva c vemos un comportamiento cuadratico, caracteristico de una reaccion de segundo orden
(y = kea[Cat]?r + kea[ Cat]r + ko). Este tipo de perfiles puede deberse a una contribucién de segundo
orden de la base, del 4cido o bien, de ambos al mismo tiempo.

[Catalizador],

Figura 12. Perfiles posibles de la variacion de las constantes de rapidez en funcién de la
concentracion del catalizador: a) perfil de orden cero, b) perfil de primer orden y c) perfil de

segundo orden con respecto al catalizador.

Para conocer las especies del amortiguador que participan en el mecanismo de la reaccion
en la hidrolisis del DPpNPP, se realizaron perfiles de neutralizacién en cada mezcla de DMSO—
agua estudiada. Estos se realizaron mediante perfiles de concentracién en distintos porcentajes
de neutralizacion, los cuales fueron de 0.2, 0.5 y 0.8, en cada una de las mezclas realizadas de
DMSO-agua, excepto para la mezcla con 80% DMSO donde se vario la fraccion de neutralizacion
desde 0.2 hasta 0.8 neutralizado con variaciones de 0.1. Para analizar los datos, se realizd un
gréfico de las constantes obtenidas previamente en funcion de la fraccion de neutralizacién. De
los perfiles que se pueden obtener destacan dos, donde hay una contribucion de una de las
especies del amortiguador, o donde hay una catélisis por ambas especies y se observa una
grafica de campana. Ambos ejemplos se ilustran en la figura 13. Una vez conocido el perfil de

neutralizacion, se hizo un ajuste eliminando la contribucion por la catalisis basica especifica, la
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cual se explicara a detalle mas adelante. Con el ajuste ya corregido para cada medio, se obtuvo
el valor de la constante de rapidez por la catdlisis por guanidina (kcy)

) - 1.2x10°4 b)
. . ',,.!"

- L] 1.0x10°

4 4
- - 8.0x10
. .

(]
5 6.0x10" ]
z

S
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T T T T T T 0.0 T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

fraccion de B o HB' [B],, mol/iL

Figura 13. Perfil de neutralizacion, a) grafico en campana caracteristico de la catalisis
bifuncional, b) recta con pendiente positiva correspondiente a una catalisis por la especie
basica.

Catalisis Basica Especifica

Para determinar la contribucion de la catalisis basica especifica en la hidrélisis del DPpNPP, se
realizaron perfiles con variacién en la concentracion de hidroxido de tetrametilamonio en ausencia
del amortiguador. Los experimentos se realizaron en cada una de las mezclas de DMSO-agua
estudiadas (37° C, fuerza iénica de 0.1 mol L), donde la concentracion de hidréxido se hizo variar
de 0.4 a 5 mmol L. Para la obtencién de la constante kon, Se obtuvo la pendiente de la gréfica
de kobs €n funcion de la concentracion de hidroxido (Kebs = kon[OH]). Un ejemplo se muestra en la

figura 14.

35



0.0125 ~
0.0100

0.0075

[

~° 0.0050 -

0.0025

0.0000 T T T T T 1
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006

[OH], mol L™

Figura 14. Perfil de catalisis basica especifica.

Estudios Potenciométricos

Las titulaciones se realizaron en cada una de las mezclas de DMSO-agua estudiadas, a 37°C en
una celda de vidrio cerrada y de 50 mL. En todos los casos se mantuvo la fuerza i6nica constante
en un valor de 0.1 mol L? con cloruro de tetrametilamonio. Las disoluciones a titular se
burbujearon con N,y se mantuvieron en atmdsfera de nitrégeno durante todo el experimento para
evitar la presencia de CO; en disolucion, ya que la presencia de carbonatos dificulta el alcance
del equilibrio en el electrodo después de cada adicion de titulante. El potenciémetro se calibré
usando amortiguadores de referencia a 25°C de pH 4.00, 7.00 y 9.00.

Para la estandarizaciéon de las disoluciones se utilizé un patrén secundario, el cual fue
hidroxido de sodio que fue normalizado con biftalato de potasio. En el caso de las disoluciones
basicas, se estandarizaron con acido clorhidrico que fue estandarizado con el hidréxido de sodio
normalizado.

Para determinar el pKw se utilizaron 20 mL de &cido clorhidrico 0.01 mol L?, el cual fue
titulado con hidréxido de tetrametilamonio 0.1 molL* en cada una de las mezclas de DMSO-agua
estudiadas. El valor de pKw se obtiene mediante el ajuste no lineal con la ecuacién 2 (Johansson
y Johansson, 1978) de la grafica de volumen de base afiadido contra el pH.

(PH-pKw;) -pH
V:VO(CA+1O f107™) -

Cg + f1071 —100PKY
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Donde, V es el volumen afadido de base, Vo el volumen inicial, Ca la concentracion del
acido clorhidrico a titular, Cg la concentracion de la base usada como valorante, f es un factor de
correccion que es una funcién de los coeficientes de actividad y la diferencia en el potencial de la
interfase del electrodo (potencial de unién), pKw es el cologaritmo de la constante de ionizacion

del medio, y pH el logaritmo negativo de la concentracion de iones hidrégeno.
Para todas las titulaciones realizadas se conocia la concentracion de la base afiadida, el

volumen inicial, los volimenes adicionados y los valores de pH; lo que hizo posible calcular Ky y
el valor de f. Al obtener el valor de f para la titulacion se corrigié el valor de pH, restando el

logaritmo del valor de f al valor de pH observado (pHcor = pHobs — l0gf) y con esto se recalculd el
valor de pKw, con los datos del valor del pH corregido. Un ejemplo del ajuste de las graficas

obtenidas se muestra en la figura 15.
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Figura 15. Grafica de una determinacion de pKw,

Una vez obtenido el valor del pKw, se determiné el pKa, donde se valoré una disolucion
de cloruro de guanidinio de concentracién 0.01 mol L con hidréxido de tetrametilamonio 0.1
molL? para cada mezcla de DMSO-agua estudiada. Después de las titulaciones
potenciométricas, los valores de pKa fueron obtenidos mediante el programa Hyperquad 2008.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de los Valores del pKw del Aguay del pKa de Guanidinio en las Mezclas
DMSO- Agua

Los valores de pKa y pKw se determinaron para poder conocer las especies participantes en cada
una de las mezclas de disolvente utilizadas. Lo anterior se debe a que al hacer los estudios de la
catalisis con amortiguadores acido-base de guanidina, es necesario conocer con mayor
certidumbre la concentracién de los iones hidréxido, la guanidina libre y el ion guanidinio. Los
valores de pKw obtenidos en cada una de las mezclas estudiadas (y medidos como se muestra
en la seccion de metodologia), se encuentran en la tabla 3. De la tabla, se puede notar que los
valores de pKw aumentan con el contenido de DMSO, es decir, a mayor contenido de DMSO la
autoionizacion del agua es menor. Este efecto puede deberse a que la permitividad relativa
disminuye (anteriormente llamada constante dieléctrica, que es la capacidad del medio para
separar las cargas), y esto repercute en la capacidad del medio para poder solvatar a los iones

hidréxido y iones hidrégeno, por lo que no se favorecera su generacién a partir del agua.

Tabla 3. Valores de pKw en las diferentes mezclas de DMSO-agua a 37°C.

Porcentaje de DMSO, viv. 10 20 30 40 50 60 70 80

pKw 14.03 14.26 1453 15.05 1547 16.37 17.24 18.80

Error menor 0.1%

Otro efecto que es importante notar es que mientras que el porcentaje de DMSO no supere
el 50%, el aumento en el valor del pKw es pequefio, sin embargo, del 50 al 80% de DMSO los
valores de pKw tienen un aumento de casi una unidad logaritmica. En la figura 16 se muestra el
efecto de la fraccion molar del DMSO sobre el valor pKw, en esta podemos observar una clara
dependencia lineal. Debido a que se encontré esta dependencia, se buscé la correlacion entre el

valor de pKw y el valor de la permitividad la cual se muestra en la figura 17.

38



19 +

18

174

pKw
°

15 [

14 [ J

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

DMSO

Figura 16. Efecto del DMSO sobre los valores de pKw para las mezclas estudiadas a 37°C, con

una fuerza i6nica de 0.1 mol L.
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Figura 17. Relacion del pKw con el inverso de la permitividad dieléctrica en mezclas de DMSO-
agua del 10 al 80% a 37°C.

Lo anterior es evidencia del efecto que tiene la permitividad del medio en la disociacién

del agua, ademas del andlisis de los datos se obtuvo la ecuacién de ajuste siguiente: pKw =
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4813(579)/e — 54.11(8), (8, 0.91), con la que se puede calcular el valor de pKw de una mezcla de
DMSO:agua a 37°C. Es importante mencionar, que la dispersion en los datos de la gréfica del
pKw en funcion de la permitividad del medio, se debe a que los datos utilizados fueron
interpolados considerando los valores tomados de las tablas de Landolt (Wohlfart, 2008).

En la figura 18 se muestra la curva de titulacion del cloruro de guanidinio con hidréxido de
tetrametilamonio en 80% de DMSO a 37°C. Al igual que esta, se hicieron titulaciones del cloruro
de guanidinio en las mezclas de DMSO con agua del 10 al 80% del primero, y después se
analizaron con el programa Hyperquad 2008 para obtener los valores de pKa del compuesto.
Antes de analizar, siempre se hizo correccién del valor de pH como se menciona en la
metodologia. Los valores obtenidos de este andlisis se encuentran en la tabla 4 y en estos
resultados podemos observar que al aumentar el contenido del disolvente organico el valor del
pKa aumenta, sin embargo, este incremento es apenas mayor a una unidad logaritmica en el

intervalo estudiado a diferencia de los valores de pKw.
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Figura 18. Curva de titulacion del ion guanidinio en 80% DMSO, a 37°C, | = 0.1 mol L.

En 2011, Corona informé que el valor del pKa del guanidinio es de 13.91(0.03) en la mezcla 4:1
de DMSO-agua a 37°, el cual es un valor similar al obtenido en el presente trabajo. Ademas, en
ese mismo trabajo se determind los valores de pKa de diferentes &cidos cationicos de tipo

amidinio, amino y guanidinio y encontrd que al cambiar de agua a la mezcla con DMSO-agua ho
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hay una variacion mayor a una unidad en los valores de pKa. Este efecto lo atribuye a que los
acidos catidnicos al disociarse generan una especie neutra y ion hidrégeno, lo que hace que no
haya un cambio en la carga y, por tanto, el cambio en la permitividad relativa no afecta en el

equilibrio, lo cual también se discute por Cox en 2013.

HGu* S H* + Gu

Tabla 4. Valores obtenidos de pKa para las diferentes mezclas de DMSO-Agua a 37°C.

Porcentaje de DMSO (v/iv) 10 20 30 40 50 60 70 80

pKa 12.67 12.88 13.3 1297 13.08 13.21 13.39 13.86

Error menor a 1.9%

En la figura 19 se muestra la gréfica que relaciona la permitividad relativa (valores tomados
de Wohlfart, 2008) y el valor de pKa determinado en este trabajo para el ion guanidinio. En esta
figura se observa que existe una correlacion entre la permitividad y los valores del pKa, aunque
existe una pequefia dispersién en un par de valores la tendencia es claramente lineal. El ajuste
encontrado es el siguiente pKa = 1008(193)/¢ -1.47(2.81), (8, 0.8), el cual nos permitira obtener
valores de pKa estimados para otras mezclas, en caso de ser necesario, a partir de los valores

de permitividad del medio.

Con estos resultados podemos concluir, de manera general, que en mezclas con mayor
contenido de DMSO el pKw aumenta en mas de una unidad logaritmica y el pKa del guanidinio
no. Esto significa que, si se utiliza un amortiguador con guanidina en dichas mezclas, habra menor
cantidad de iones hidréxido en el medio que de guanidina libre (en concentracion del
amortiguador mayor a 1 mmol L'). En la catélisis con bases catidnicas esto es de gran ayuda, ya
que permite observar la catalisis basica general, debido a que la concentracion de iones hidroxido

es pequefia en relacion con la guanidina libre (100 veces menor en la mezcla 4:1 DMSO-agua).
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Figura 19. Relacion del pKa con el inverso de la permitividad dieléctrica en mezclas de DMSO-
agua del 10 al 80% a 37°C.

Experimentos Cinéticos

Al comenzar con los experimentos cinéticos se determinaron las longitudes de onda para
la banda de maxima absorcién y las absortividades molares (€), del anién 4-nitrofenolato
(producto de la reaccion), en cada una de las mezclas de DMSO-Agua con las que se trabajaron.

Los resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Constantes de absortividad molar para el 4-nitrofenolato en las diferentes mezclas

de disolvente a 37°C.

%DMSO, viv 10 20 30 40 50 60 70 80
€,Lmoltcm? 19,588 20,091 21,415 22,394 23,716 25,412 27,586 29,000
A, nm 405 406 408 411 414 416 418 420
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Una vez determinados dichos valores, se eligi6 utilizar 410 nm para realizar un estudio del
efecto del contenido de DMSO en la mezcla sobre la constante de rapidez de la reaccién, de
manera general, para conocer la tendencia. En este experimento se mantuvo constante la
concentracion del amortiguador de 6 mmol L, asi como la proporcién de neutralizacién en 0.5 y
la fuerza iénica a 0.1 mol L. El porcentaje de DMSO se vari6é de 10 en 10 porciento. El resultado
preliminar es que en 80% la reaccién es mas rapida, como se muestra en la figura 20.
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
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Figura 20. Efecto del contenido de DMSO en la catalisis con guanidina de la ruptura del
DPpNPP a 37°C.

En la figura 20, se puede ver que al aumentar el contenido de DMSO en el medio, la
constante catalitica aumenta con una tendencia exponencial. Debido a que la mezcla 4:1 DMSO-
Agua, fue la de mayor rapidez, se seleccioné para hacer de manera mas detallada el estudio de

la reaccion, sin embargo, para conocer el efecto del DMSO en la reaccién se realizaron algunos
experimentos en el resto de las mezclas.

Efecto de la Concentracién y Neutralizacién del Catalizador

Para conocer si el amortiguador guanidinio/guanidina es capaz de efectuar la catalisis en la
ruptura del DPpNPP, y qué efecto tiene la concentracién del amortiguador sobre la constante de

rapidez en la reaccion, se realizaron cinéticas donde se vari6 la concentracion total de guanidina
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en cada celda. Estos experimentos se realizaron a una fraccién de neutralizacion constante y se
hizo variar la proporcion de neutralizacion del 20 al 80%, entre cada experimento. Es decir, se
mantuvo la proporcién entre la especie acida y la basica (HGu*/Gu) en cada uno de los
experimentos, pero difiri6 entre un experimento y otro. Las condiciones y concentraciones se

especifican en metodologia.

Para determinar el orden de reaccion del catalizador y la constante catalitica (keu), se
hicieron gréaficas de las constantes de rapidez observadas (kons) €n funcién de la concentracion
total de guanidina afiadida. Para todas las mezclas utilizadas de DMSO-agua, se realizd este
perfil en las fracciones de 0.2, 0.5 y 0.8 de neutralizacion de la guanidina. En el grafico de la figura

21 se muestran como ejemplo los perfiles generados en la mezcla con 60% DMSO.
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Figura 21. Perfil de concentracion en ruptura acido-base del DPpNPP catalizada con guanidina
neutralizada al 20, 50 y 80% en 60% DMSO (v/v) a 37°C.

Debido a que en 80% de DMSO-agua se encontré mayor actividad catalitica en el estudio
preliminar, ademas de las fracciones de neutralizacién mencionados anteriormente, se amplio la

variacion de 0.1 en 0.1, tal como se muestra en la figura 22.
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Figura 22. Perfil de concentracion en ruptura del DPpNPP con guanidina neutralizada a

diferentes proporciones en 80% DMSO a 37°C.

Tanto en la figura 21 como en la figura 22, se puede observar que la ruptura acido-base
del DPpNPP tiene una dependencia lineal en relacion con la concentracién total de guanidina.
Esto significa que en estas concentraciones el mecanismo involucra, aparentemente, sélo una
especie del amortiguador ya sea la forma protonada o la libre (aunque, por la tendencia en el
perfil de neutralizacidn, es mas factible que la guanidina libre sea la fraccion catalitica). Debido a
la evidencia anterior, podemos descartar la posibilidad de una catalisis bifuncional y la ecuacion
general para la catdlisis con guanidina seguira la siguiente ecuacion: Kobs = Keu [GU]r + ko, donde
ko es practicamente cero en las condiciones del experimento. En la tabla 6 y 7 se muestran los
valores obtenidos de las pendientes de cada uno de los perfiles hechos en este trabajo. La

separacion de ambas tablas se hizo para mayor claridad al lector.
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Tabla 6. Valores de kg, para las diferentes proporciones de neutralizacion

en la mezcla con 80% DMSO.

fau 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Keu, Lmolts?® 169 266 3.18 481 6.61 735 753

Error menor al 3.5%

Tabla 7. Valores para keu a diferentes proporciones de neutralizacion de guanidina
en mezclas DMSO-agua del 20 al 70 por ciento a 37°C.

Keu, L molts?

%DMSO (Vv/v) feu

0.2 0.5 0.8
20 0.16 0.45 0.75
30 0.18 0.48 0.78
40 0.20 0.54 0.85
50 0.31 0.74 1.17
60 0.41 1.12 1.71
70 0.76 2.21 3.54

Error menor al 6.5%

Los valores que se muestran en las tablas anteriores se consideran como una constante

de la catdlisis basica general parcial (keu), ya que no se considera el efecto de la neutralizacion.
Para conocer el valor de la constante de la catalisis basica general en la ruptura del DPpNPP se
hicieron gréaficos de los valores de las constantes de la catdlisis basica general parcial en cada
grado de neutralizacion (figura 23). En el caso de 80% de DMSO se hizo el analisis mas detallado,
con un mayor numero de puntos, mientras que, en el resto de las mezclas, debido a que la
tendencia era similar, no hubo necesidad de hacer mas experimentos. De este analisis
obtenemos evidencia de que la forma béasica del amortiguador es la que lleva a cabo la ruptura
del DPpNPP en las condiciones estudiadas. La constante catalitica por guanidina, ks, obtenida
de la ecuacioén: key= ks-fcu, S€ €ncuentran en la tabla 8. Sin embargo, los valores mostrados en

dicha tabla son valores que aun no estan corregidos, ya que no se han considerado todas las

contribuciones, las cuales se analizaran mas adelante.
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Figura 23. Efecto de la fraccion de neutralizacion del amortiguador en la constante de la
catdlisis basica general, kg, para las mezclas de a) 80% DMSO y b) 60% DMSO.

Tabla 8. Valor de kg en la catélisis basica general del DPpNPP en las diferentes
mezclas DMSO-agua a 37 °C.

Porcentaje de DMSO (v/v) 20 30 40 50 60 70 80

ks 092 097 1.07 147 216 435 9.83

Error menor al 4%

Contribucién de la Hidrolisis Basica Especifica

Como se vio anteriormente, en la catalisis acido-base existen distintas contribuciones, de manera
que las constantes observadas son un conjunto de estas contribuciones. En las condiciones
anteriores, encontramos que ademas de la catdlisis por guanidina, esta la de los iones hidréxido.
Para conocer solamente la contribucion de la guanidina, es necesario, determinar y considerar la
contribucion de la catdlisis basica especifica. Mediante la obtencion de la constante kon y de la
concentracion de los iones hidroxido en el medio, se puede realizar dicha correccion. Debido a
esto, se realizaron perfiles de dependencia de las constantes de rapidez con la concentracion de
iones hidroxido. Los experimentos se realizaron como se describio en la seccion de metodologia,

los valores obtenidos en cada una de las mezclas de DMSO-agua se ilustran en la figura 24.

47



0.06

m 10 ®
¥ 20
0.05 - O 30
@ 40 ®
0oal @ 50
B 60
» 70 ®
‘v 0.03 1 ® 80
_~<% | 2
0.02 1 >
®
> [ ]
0.01 1 ]
“ > [} . 2
| aaps & & = ®
0.00
T T T T T T T T T T
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
[OH], mol L™

Figura 24. Efecto de la concentracion del ion hidréxido en la ruptura del DPpNPP en diferentes
mezclas de DMSO a 37°C.

Para obtener la constante de catalisis basica especifica, kon, se obtuvo la pendiente de
cada uno de los perfiles de concentracion de iones hidréxido en cada mezcla de disolventes (Kobs
= kon[OH]). Los valores de kon Se muestran en la tabla 9, en la cual se puede observar que al
aumentar el contenido de DMSO en el medio, los valores de kon aumentan. En la figura 25, se
encuentran las graficas para la dependencia de la constante de rapidez para la hidrdlisis del
DPpNPP con el ion hidréxido en funcion del contenido de DMSO. En el caso de las coordenadas
log kon €n funcion de la fraccion molar del disolvente, se ve una tendencia lineal, lo que significa
que es muy importante la participacién del disolvente en la reaccién. Lo anterior podria
relacionarse con la solvatacion del sustrato y del hidréxido, es decir, el aumentar el contenido de
DMSO no se favorece la solvatacion, lo que propicia un aumento de las interacciones entre ellos,
ya que al haber menor cantidad de agua la reaccion es mas rapida. Las reacciones de sustitucion
nucleofilica bimolecular son un ejemplo donde se observa este tipo de efectos en la solvatacion.
Por lo que la reaccion de hidrdlisis del triéster con el hidréxido, podria involucrar un mecanismo

asociativo en donde el ion puede unirse al fésforo para desplazar a uno de los grupos unidos.
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Tabla 9. Constantes de rapidez para la ruptura basica especifica del DPpNPP
a 37°C en las mezclas DMSO-agua.

% DMSO,viv. 10 20 30 40 50 60 70 80
Kow, Lmol*s?® 0.82 092 1.05 1.17 1.80 255 4.90 11.20

Error menor al 6%
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Figura 25. Dependencia de la constante de rapidez para la catalisis basica especifica a 37 °C
en la ruptura del DPpNPP, en funcién con: a) el porcentaje de DMSO y b) la fraccién molar de
DMSO en el medio.

Una vez determinada la constante de la catdlisis basica especifica, fue necesario conocer
la3 concentracion de hidréxido en cada uno de los perfiles de catdlisis basica general, llamados
anteriormente perfiles de concentracion. Para hacer la correccion, y observar asi la catélisis
realizada por guanidina solamente; para conocer la concentracion de iones hidréxido en cada una
de las fracciones del amortiguador se recurrié a la ecuacion sin aproximaciones de la constante
de equilibrio &cido base. Esto es porque los valores de pKa y del pKw son muy cercanos y las
aproximaciones conocidas que generan la ecuacion de Henderson-Hasselbach para disoluciones
amortiguadoras no son validas (Charlot, 1980). La ecuacion general del célculo de la

concentracion, cuando se toma en cuenta el balance de carga y el de materia de las especies
involucradas en el equilibrio, es:
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b [Gu]+H* |-|oH" |

La cual, al despejarse para calcular la concentracion de ion hidrégeno, queda como:
[H']® + {[Gu] + Ka}[H"]? — {Kw + Ka[HGU*]}[H'] — KaKw = 0

Con la concentracion de hidrégeno y, considerando el valor de Kw en cada mezcla y su expresion,
Kw = [H*] [OHT], podemos calcular las concentraciones de iones hidrogeno. La resolucién de la
ecuacion cubica que se emple6 fue por el método algebraico (se realizé un algoritmo en Excel
para facilitar el célculo). Con las concentraciones de hidréxido determinadas, se realizé la
correccion mediante la siguiente ecuacion:

Kobs — Kon[OH] = Kcor[GU]

La contribucién por hidroxido fue mayor para bajos porcentajes de DMSO, mientras que
para los medios con alto contenido en DMSO, la contribucién fue practicamente nula. En la figura
29 se muestran los graficos para 20 y 80 % DMSO, se observa que para 20% DMSO, hay un
evidente cambio en la pendiente para Keor (Kobs — Kon[OH]) con respecto a la kops, mientras que en
80% DMSO los puntos se traslapan, porque la pendiente es la misma.
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Figura 26. Correccion por la contribucion de la catélisis basica especifica en el rompimiento del
DPpNPP con guanidina en las mezclas de DMSO al: a) 20 y b) 80% con guanidina neutralizada
al 50%.

Para los porcentajes 20 y 30 de DMSO, con las concentraciones mas bajas de guanidina

(de 0.4 a 1 mmol L), se notd una contribucién mayor por parte de la catdlisis basica especifica,
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ya que la concentracién de iones hidroxido era muy similar a la de guanidina (parte del
amortiguador que realiza la catdlisis). Por otro lado, en los porcentajes de 70 y 80 de DMSO esta
concentracion se ve abatida por el cambio de pKw, al mismo tiempo que la de guanidina se
mantiene. Como ya se dijo anteriormente, la concentracion de guanidina es al menos 100 veces
mayor para estos Ultimos porcentajes.

Dentro del grupo de investigacion, se ha trabajado la hidrolisis de diversos ésteres de
fosfatos, en mezclas de DMSO acuoso, y se ha observado que la contribucién de la catélisis
basica especifica es despreciable para las mezclas donde el valor de pKb (pKw— pKa) es mayor
a 4 (Grajeda, 2017; Corona, 2010). Mientras que para otros disolventes donde no se encuentra
una mezcla con ese valor de pKb, existe una competencia entre ambas rutas. (Ramirez Irigoyen,
2017; Garcia Moreno, 2016; Coronado Valenzuela, 2017). Los datos obtenidos en este trabajo

se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Valores de pKy para las distintas mezclas de DMSO, MeCN y Acetona acuosas con
guanidina.

Porcentaje de DMSO

W) 10 20 30 40 50 60 70 80

DMSO 1.36 1.38 1.23 2.08 2.39 3.16 403 4.83

Acetona 0.67 0.82 1 0.93 1.18 2.2 2.22 2.6
MeCN 0.5 0.89 1.03 2.22 2.74 3.04 - -

Al terminar con las correcciones, se determinaron nuevamente los valores de las
constantes kg, es decir, las constantes de rapidez para la catalisis en la ruptura del DPpNPP con

guanidina (solo la especie libre), estas se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Valores de kg en la ruptura basica general del DPpNPP
para las diferentes mezclas de DMSO a 37°C.

Porcentaje de DMSO (v/iv) 20 30 40 50 60 70 80

ks 0.51 0.45* 0.67 0.85 1.94 4.29 10.04

Error menor al 12% *Error del 26%

Efecto del Disolvente

Una vez obtenidos los valores corregidos para la ruptura catalitica con el DPpNPP con guanidina,
se buscoO la correlacién con diferentes escalas empiricas para las mezclas de disolvente
utilizadas. Uno de los paradmetros analizados fue la permitividad del medio, en donde se evalta
el desarrollo de cargas o el cambio en la polaridad durante el estado de transicion, mediante el
uso de la ecuacion de Kirkwood (Reichardt, 2003). La ecuacién de Kirkwood se utiliza para el
estudio de reacciones donde no se involucra iones, sino especies neutras polares. En el caso del
presente trabajo el sustrato (DPpNPP) y el catalizador (guanidina) son neutros, por lo que este
es el mejor parametro para hacer el analisis del efecto de disolvente. En la figura 30 se muestra
el perfil del logaritmo de la constante de la catdlisis basica general en funcion del parametro de
Kirkwood. Los valores de la permitividad fueron obtenidos de las tablas presentadas Wohlfart en
2008.

1.2 1

0.8

B, corr

0.4 4

log k

0.0

0.4
logk,, = -1964(334)(e—1)/(26+1)+961(163)

T T T T T
0.4886 0.4888 0.4890 0.4892 0.4894
(e=1)/(2e+1)

Figura 27. Relacion de Kirkwood para la catalisis basica general en la ruptura del DPPNPP en

DMSO con guanidina.
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La ecuacion de ajuste para la correlacion de Kirkwood de la catdlisis basica general en la
ruptura del DPpNPP es logks =-1964(334) (e-1)/(2¢+1) +961(163); (7, 0.85). La pendiente en esta

correlacion muestra que la polaridad de los reactivos es mayor que la que se forma en el estado

de transicién. Sin embargo, también puede ser ejemplo de una disminucién en la solvatacion en

el estado de transicidbn en comparacion con los reactivos. Esto también puede ser indicativo de

un mecanismo asociativo, ya que una disminucion en la solvatacién en los reactivos podria

favorecer la reaccion. Ademas del analisis de Kirkwood se hicieron correlaciones con el parametro

de Dimroth-Reichardt normalizado (Et") (Reichardt, 2003) y el logaritmo de la concentracion de

agua del medio. En el caso del parametro de EtV, este esta en concordancia con lo analizado con

Kirkwood y, en este caso, la correlacion es mas lineal, como se observa en la figura 31.
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Figura 28. Correlacion con el pardmetro de Dimroth-Reichardt normalizado (EtV) con las

constantes de la catalisis basica general en DMSO para la ruptura del DPpNPP con guanidina.

53



1.2
10-
0.8—-
0.6—-

0.4 4

log k,

0.2+
0.0+
-0.2 4

0.4 logk, = -2.56(0.11) log[H,0] + 3.69(0.16)

1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 15 1.6 1.7
log [H,0]

Figura 29. Relacion entre el logaritmo de las constantes de la catalisis basica general con el
logaritmo de la concentracion de agua.

En el andlisis de la dependencia de la constante de rapidez con la concentracion molar
del agua, encontramos evidencia de la participacion de esta en el mecanismo ya que hay una
dependencia lineal en la grafica en coordenadas logaritmicas (Gomez-Tagle, 2006). Esto implica
su participacion en una etapa elemental, por lo que un mecanismo factible es la desprotonacién

por parte de la guanidina de una molécula de agua.

Con los resultados obtenidos en los diferentes porcentajes de DMSO para la catdlisis
basica especifica, se realiz6 un grafico del valor logaritmico de la constante kon, en funcion del
pKw del medio, conocida como relacion de Brgnsted (Ver figura 26). Estos datos se ajustan a una
linea con pendiente de valor 0.25, la cual nos habla de un estado de transicién temprano, lo que
significa que el complejo activado en el estado de transicidon tiene un aspecto mas similar a los
reactivos que a los productos. Ademas, este valor de pendiente menor a 0.5 indica que los iones
hidréxido pueden participar mas como nucledfilos que como bases y esto es debido a que estos
iones pueden interaccionar directamente con el fésforo en lugar de desprotonar una molécula de

agua del medio.

54



1.2+

1.0+

log k,,, = 0.25 pK - 3.56
0.8

0.6 1

0.4

log K,

0.2 +

0.0 1

-0.2 1

13 14 15 16 17 18 19
pKw

Figura 30. Relacién de Brgnsted para la catalisis basica especifica del DPpNPP en DMSO.

Dentro del mismo analisis del efecto del disolvente en la reaccién de hidrélisis del DPpNPP
con iones hidréxido, se hizo un analisis en funcién de la permitividad del medio (los reactivos son
una molécula neutra polar y un ion) y de la polaridad del medio (E"). La figura 27 muestra el
grafico obtenido de la constante basica especifica en funcién de la permitividad del medio. En ella
encontramos una pendiente positiva, que es algo normal en mecanismos asociativos como el Sn2
y este parametro indica que la solvatacion del ion hidroxido es menor en medios con menor
permitividad dieléctrica (lo que facilita su reactividad). Asi mismo, indica que el tamafio del
complejo activado es mayor que el de los reactantes, evidencia de un mecanismo asociativo
(Reichardt, 2003). La correlacién de la constante de rapidez para la catélisis basica especifica no
fue lineal con el parametro de Dimroth-Reichardt normalizado, sin embargo, la tendencia indica
gue el aumento de polaridad del medio disminuye la rapidez de reaccion, lo que esta en acuerdo
con el andlisis de con la permitividad. Lo anterior indica que en el caso de la hidrélisis con
hidroxido del sustrato DPpNPP es importante disminuir la polaridad del medio para que el ion

hidréxido participe como nucledfilo.
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Figura 31. Correlacién entre las constantes de la catdlisis basica especifica de la ruptura del

DPpNPP con el inverso de la permitividad dieléctrica.
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Figura 32. Correlacion con el parametro de Dimroth-Reichardt normalizado (Et") con las

constantes de la catalisis basica especifica en DMSO para la ruptura del DPpNPP .

Por lo anterior, con base en las evidencias encontradas (la ley de rapidez, Kobs = Keu[GU]

+ kon[OH), en las mezclas estudiadas tenemos la participacion principalmente de dos especies
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en la ruptura, la guanidina libre y los iones hidroxido. En mayores proporciones de DMSO
predomina la guanidina libre, mientras que, en alto contenido de agua, el ion hidréxido es el que
predomina. En el caso del ion hidréxido, el mecanismo mas probable es la union del oxigeno al
fosforo para formar un enlace, mediante un mecanismo asociativo como el Sy2, tal como se
muestra en la figura 34. En el caso de la guanidina, lo mas probable es la desprotonacion de una
molécula de agua por parte de la base libre y el ataque de la molécula desprotonada del agua al
fosfato mediante un mecanismo asociativo. Evidencia de este probable mecanismo es la
dependencia de la constante de rapidez con la concentracion molar del agua, la formacién de
fosfatos como productos de la ruptura (detectados por RMN de 3*!P) y los efectos de disolvente.
En la figura 33 se muestra un probable mecanismo para esa ruta. Ambos mecanismos

concuerdan con lo propuesto por Tarrat (2010) y Kirby (2012, 2015).
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Figura 33. Mecanismo probable para la catalisis basica general con guanidina en la ruptura del
DPpNPP.
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Figura 34. Mecanismo posible propuesto para la hidrélisis basica especifica del DPpNPP.

Los resultados obtenidos en este trabajo pueden servir para el disefio de catalizadores
gue pudieran catalizar la ruptura de ésteres de fosfato de importancia ambiental de manera mas
eficiente. Al igual que en el mecanismo de inhibicién de la acetilcolinoesterasa, en el mecanismo
probable, con las evidencias presentadas en este trabajo, en la ruptura del DPpNPP es necesaria

la presencia de un nucledfilo que sea activado y este realiza la union al fésforo mediante un
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mecanismo asociativo. Por lo anterior, al disefiar un catalizador se debe tener en cuenta que debe
tener un nucledfilo que pueda atacar y un fragmento tipo guanidinio para que pueda estabilizar el
desarrollo de la carga en el estado de transicion. Se necesitan mas evidencias para poder tener
una propuesta mas sélida, como efectos isotopicos de disolvente y algunos estudios por masas
o RMN de 3!P. Lo anterior, para poder saber cuantos iones hidrégenos se transfieren en la etapa
limitante de la reaccién y para conocer con mayor certidumbre las especies que se forman en el

transcurso de la reaccion.

58



CONCLUSIONES

Se determinaron los valores de pKw y pKa de la guanidina en las mezclas binarias de DMSO-
agua a 37 °C, estos valores variaron de 14.03 hasta 18.69, y de 12.67 a 13.86 respectivamente.
Ademas, ambos valores correlacionan muy bien con la permitividad, obteniéndose las
ecuaciones: pKw = 4813(579)/e — 54.11(8), (8, 0.91); y pKa = 1008(193)/¢ -1.47(2.81), (8, 0.8).

Los valores para la constante de la catalisis basica especifica en la ruptura del DPpNPP
en mezclas de 20 a 80 por ciento de DMSO en agua a 37 °C, va de 0.82 a 11.2 L mol* s. Para
esta ruta, el mecanismo probable es del tipo asociativo, donde el ion hidréxido actia como

nucledfilo, lo que se ve favorecido fuertemente al disminuir la polaridad del medio.

La reaccioén de ruptura del difenil, p-nitrofenilfosfato en las mezclas del 20 al 80 por ciento
de DMSO-agua a 37 °C con guanidina, presenta una dependencia lineal con la forma libre.
Ademas, en porcentajes de DMSO mayores a 60% en volumen se abate la concentracion de
iones hidréxido, por lo que esta ruta predomina.

Al evaluar el efecto del disolvente en la ruptura con guanidina del DPpNPP se encontré
gue al aumentar la cantidad de DMSO la catalisis por guanidina se favorece. Asi mismo, se
encontré una dependencia con la concentracién molar del agua, lo que indica su participacion en

el mecanismo de ruptura del sustrato.
Se obtuvo la siguiente ecuacion cinética de rapidez para la hidrélisis del DPpNPP a 37°C:

Kobs = ks[GU] + kon[OH] + ko, la cual nos habla de la existencia de la contribucion tanto de la catalisis

basica especifica como de la general.
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ANEXOS
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Figura Al. Espectro RMN *'H del DPpNPP.
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Figura A2. Espectro RMN 3P de la reaccion de ruptura del DPpNPP con guanidina.
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Tabla Al. Valores promedio para la kops para la reaccion de ruptura del DPpNPP con guanidina
a diferentes concentraciones totales de guanidina y fracciones de neutralizacion en la mezcla de
80% DMSO a 37°C.

kobsx 103, S_l

[Gu]r feuL

0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
0.001 1.3 1.0 2.3 4.9 4.4 4.1 6.1
0.002 1.9 35 5.2 11.7 8.7 9.8 13.0
0.003 2.8 6.3 7.2 12.8 13.2 13.9 19.4
0.004 4.9 9.4 13.1 21.8 19.9 22.0 42.5
0.005 3.5 12.2 15.8 23.0 24.8 27.2 -
0.006 9.2 14.4 20.9 20.1 32.4 36.8 47.0
0.007 6.0 18.9 21.6 37.2 34.8 34.5 --
0.008 14.1 20.3 28.7 28.2 44.8 51.2 64.3
0.009 15.9 19.0 20.1 41.3 61.0 57.4 62.9
0.010 17.2 24.8 33.8 39.8 68.7 68.4 73.6
0.011 14.9 23.3 24.6 44.1 64.2 63.2 65.1
0.012 17.8 28.2 27.4 42.1 68.2 71.6 96.3
0.013 16.1 25.6 26.2 56.1 76.2 68.3 76.2
0.014 20.8 33.8 40.3 69.2 58.8 87.9 123.7
0.016 28.5 47.4 -- 80.6 88.0 128.1 165.5
0.018 32.7 48.4 66.4 1192.3 119.8 148.1 136.0
0.020 35.9 54.3 63.8 98.7 137.2 147.5 147.6
0.022 40.4 63.8 80.1 129.1 147.2 185.8 176.84
0.024 42.0 67.3 89.0 140.7 156.9 205.8 192.8
0.026 47.0 72.1 75.7 154.3 210.3 183.7 185.6
0.028 50.6 80.8 -- 162.7 181.6 2155 221.9
0.030 50.8 80.0 -- -- 217.4 246.6 187.3
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Figura A3. Perfiles de concentracién en la ruptura del DPpNPP catalizado con guanidina
neutralizada al 20, 50 y 80% en 20% DMSO (v/v) a 37°C.

Tabla A2. Valores de las constantes observadas para la reaccion de ruptura del DPpNPP con
guanidina a diferentes concentraciones totales de guanidina y fracciones de neutralizacion en la
mezcla de 20% DMSO a 37°C.

kobs X 104, S-l

[Gu]r, molL™? feu
0.2 0.5 0.8
0.004 5.67 17.1 27.5
0.006 - 32.5 42.3
0.008 114 354 59.7
0.01 14.9 43.5 72.8
0.012 17.8 54.5 80.1
0.014 22.3 64.4 102.7
0.016 25.3 74.9 114.3
0.018 29.5 87.1 1155
0.02 32.8 80.8 154.3
0.022 36.5 100.3 164.6
0.024 39.7 113.3 182.6
0.026 41.6 115.3 206.5
0.028 47.9 121.6 213.6
0.03 48.4 136.3 226.5
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Figura A4. Perfil de concentracion en la ruptura del DPpNPP catalizado con guanidina
neutralizada al 20, 50 y 80% en 30% DMSO (v/v) a 37°C.

Tabla A3. Valores de las constates observadas para la reaccion de ruptura del DPpNPP con
guanidina a diferentes concentraciones totales de guanidina y fracciones de neutralizaciéon en la
mezcla de 30% DMSO.

kobs>< 104, S_l

[Gu]r, molL™? feu

0.2 0.5 0.8
0.004 6.4 16.8 29.5
0.006 10 27.1 46.7
0.008 12.5 38.9 57.5
0.01 16.8 49.3 78.2
0.012 20.5 59.1 92.9
0.014 24.4 68.2 98
0.016 28.7 76.7 131
0.018 32.6 73.5 146.3
0.02 36.4 81.2 158.4
0.022 40 91.8 174.6
0.024 43 115.3 188.8
0.026 46.3 125.6 197.9
0.028 51.7 136.9 216.5
0.03 55.1 143.4 239.5
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Figura A5. Perfil de concentracion en la ruptura del DPpNPP catalizado con guanidina
neutralizada al 20, 50 y 80% en 40% DMSO (v/v) a 37°C.

Tabla A4. Valores de las constantes observadas para la reaccion de ruptura del DPpNPP con
guanidina a diferentes concentraciones totales de guanidina y fracciones de neutralizacién en la
mezcla de 40% DMSO a 37°C.

kobs>< 104, S_l

[Gu]r, molL™? feu
0.2 0.5 0.8
0.004 7.3 19 32.6
0.006 10.8 32.2 52.1
0.008 13 44.3 74.9
0.01 18.5 55.6 96.4
0.012 23.3 65 95.1
0.014 25 77.8 108.1
0.016 32.9 98.4 141
0.018 37.1 103.6 159.5
0.02 40.8 100.3 165.8
0.022 45.7 127.3 198.9
0.024 49.9 125.4 205.3
0.026 54.4 141.7 215.2
0.028 59.2 155 239.9
0.03 59.1 150.6 262.1
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Figura A6. Perfil de concentracion en la ruptura del DPpNPP catalizado con guanidina
neutralizada al 20, 50 y 80% en 50% DMSO (v/v) a 37°C.

Tabla A5. Valores de las constantes observadas para la reaccion de ruptura del DPpNPP con
guanidina a diferentes concentraciones totales de guanidina y fracciones de neutralizacion en la
mezcla de 50% DMSO a 37°C.

kobs>< 104, S-l

[Gu]r, molL? feu

0.2 0.5 0.8
0.004 9.1 - -
0.006 15.8 37.1 68.3
0.008 18.9 57.8 91.7
0.01 26.6 67.6 116.9
0.012 30.7 80.3 -
0.014 37.2 93.9 179.5
0.016 54.6 101.2 203.6
0.018 52.3 134.5 --
0.02 53.2 177.2 236.1
0.022 61 170.9 252.1
0.024 65.6 162.1 -
0.026 73.9 205.9 304.4
0.028 76.5 211.3 338.9
0.03 1404 2114 338.2
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Figura A7. Perfil de concentracion en la ruptura del DPpNPP catalizado con guanidina
neutralizada al 20, 50 y 80% en 70% DMSO (v/v) a 37°C.

Tabla A6. Valores de las constantes observadas para la reaccion de ruptura del DPpNPP con
guanidina a diferentes concentraciones totales de guanidina y fracciones de neutralizacién en la
mezcla de 70% DMSO.

kobs>< 104, S_l

[Gu]t, mol L f
1 Teu

0.2 0.5 0.8
0.004 33 20.9 57.8
0.006 68 36 121.1
0.008 116.7 59 194
0.010 153.9 67.1 280.6
0.012 194.3 91.8 318.7
0.014 246.9 107.7 380.4
0.016 304.5 130.8 -
0.018 336.5 144.6 571.2
0.020 370.5 149.6 678.5
0.022 446.1 205.7 722.3
0.024 447.3 186.6 708.6
0.026 515.4 193.6 841.1
0.028 564.1 200.9 869.8
0.030 630.6 217.6 --
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Tabla A7. Valores de las constantes observadas en el perfil de concentracion de iones OH.

[OH T,

molL™*?

4x10*
6x10*
8x10*
1x103
2x10°3
3x103
4%x10°

kobsx 104, S-l

10
3.2

4.4
6.7
12
20
27

20
4.6
5.6
6.7
7.8
17
27
36

30
5.0
6.2
7.4
9.6
17
29
40

% (v/v) DMSO

40
5.2
6.7
9.2
10
20
32
46

50

6.3
8.6
10.9
13.7
30.3
52.2
73.8

60
7.3
10.8
15.6
16.6
41.7
91.6
99.6

70
12
21.4
30.3
33.3
94.2
132.8
208.1

80
28
54.3
77.3
96.8
168.8
340.7
464.5
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