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CAPITULO 1;

INTRODUCCION




1.1- ASPECTOS BIOLOGICOS DEL CROMO

El cromo elemental no se encuentra en la naturaleza. La fuente natural
mineral mas importante es la cromita (FeOCr,05), una espinela con Cr'™ en
huecos octaédricos y Fe® en huecos tetrahédricos'.

El Cr es ubicuo en el universo, ocupa el sexto lugar en la corteza
terrestre, decimoquinto en el agua de mar y en el cuerpo humano. En la
corteza terrestre y el agua el rango de concentraciones es de 200 ppmy 1 a
2.5 ppb, respectivamente. La ingesta diaria en humanos se estima en 60 pg (

30 a 100pug), siendo 10 pg aportados por el agua®.

1-1- Absorcién, distribucién, metabolismo y excrecién

Una de las vias de ingreso del cromo al organismo, es por el tracto
gastrointestinal. Dado que el tiempo de contacto del cromo con el epitelio es
relativamente corto, su absorcion es influenciada por el tiempo de contacto.
A nivel de la membrana plasmatica la absorciéon de los complejos Cr™-
ligandos hidrofilicos es muy bajo a diferencia de los complejos Cr'™-ligandos
liposolubles.

A nivel de intestino se absorbe por difusion, por medio de canales de
transporte selectivo y especifico y en algunos casos, por pinocitosis. El

cromo absorbido se transporta en sangre unido a proteinas, principalmente a

transferrina y algo a albimina. Se incorpora a los glébulos rojos, uniéndose
a hemoglobina®.
Una vez que ingresa al organismo, se acumula en distintos Organos.

Los mayores niveles se ubican en higado, rifiones, pulmén y bazo.



La excrecion es, principalmente, urinaria; pero en casos en donde la
absorcion es inhalatoria se hall6 excrecion en heces, por secrecién biliar*. La
excrecion urinaria de Cr"' ( como K,Cr,0;) es mas rapida que la de
Cr(como Cr(NO3)s).

La absorcion, transporte, distribucion y eliminacién de compuestos de
cromo en humanos y animales depende de diversos factores”:

a) solubilidad y niumero de oxidacion del Cromo

b) exposicion a materiales constituidos por Cromo.

¢) tamario de las particulas en el polvo atmdsferico con presencia de

compuestos de Cromo.

a) Solubilidad y numero de oxidacion del Cromo.

Si bien el cromo presenta estados de oxidacion que van desde -2 a
+6, solo los estados +3 y +6 prevalecen en suelos. La forma mas toxica es el
estado hexavalente, generalmente mas movil que el trivalente. Los
oxoaniones de Cr'": cromato, cromato acido y dicromato son pobremente
absorbidos en suelo bajo condiciones alcalinas o levemente acidas. En
contraste, en esas mismas condiciones de acidez el Cr" precipita como
Cr(OH); o Fe,Crx(OH);, viéndose su movilidad notablemente reducida. El
ion Cr" puede también inmovilizarse por complejacion con moléculas

organicas que se adsorben sobre la superficie mineral’.

b) Exposicion a materiales que contienen Cromo.

Generalmente la eliminacion de compuestos quimicos de caracter
industrial contienen niveles potencialmente altos de Cr"". Las personas que
trabajan o viven en la vecindad de estos sitios “elegidos para la deposicion

de este material de descarte” se encuentran expuestos al contaminante Cr""
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que ingresa por multiples rutas: oral, contacto dérmico e inhalacion,

ingestion °.

Por via oral ingresa al estémago, cuya acidez hace que el Cr" se

reduzca a Cr'™ previo a su absorcion. Solo si el contenido de Cr excede la
capacidad reductora del estdbmago, se absorbe por la mucosa
gastrointestinal, resultando toxico para la sangre, higado y rifién’.

Por via dermatolégica, el Cr'™ no presenta riesgo debido a su baja

liposolubilidad a través de la piel. El Cr"" en muy bajas concentraciones
provoca dermatitis alérgica por contacto en individuos sensibles. A
concentraciones mayores el Cr'" puede producir efectos dérmicos en la
poblacion general por su naturaleza irritante.

Por via inhalatoria, puede causar toxicidad produciendo cancer de

pulmén o distintas lesiones de tipo broncopulmonares o nasal como
resultado de las propiedades corrosivas del Cr"! en los sitios de contacto del

tracto respiratorio.

¢) Tamariio de las particulas en el polvo atmdsferico con presencia de
compuestos de cromo.

La entrada y ubicacién en el tracto respiratorio es dependiente del tamaiio de

la particula®:
dimensiones( nm) penetracion
>47 faringea
33-47 traquea - bronquiolos primario
21-33 bronquiolos secundarios
1.1-21 bronquiolos terminal
<0.65 alvéolo




1.2- Rol del Cr™ como nutriente esencial

El cromo en su estado trivalente es considerando un nutriente
esencial’ a nivel de elemento traza. Los complejos de Cr'™ participan en el
metabolismo de la Glc®(1). El Cr™ ingresa al organismo mediante alimentos
de origen vegetal y animal: azicar negra,frutas,cereales, grasa animal y
mantecﬁ; huevos de gallina, carne, pescados y en el agua potable de

ingesta’.

Manifestaciones del déficit de Cr'™ ®*!

* disminucion de tolerancia a la Glc (1)

* glucosuria

* aumento de la insulina circulante

* disminucién de receptores de insulina

* aumento de colesterol y triglicéridos

* sintomas de hipoglicemia: somnolencia, temblor, visién borrosa

Alteracion de la tolerancia a la D-glucosa ( Gle)(1) *'":

En la década del ‘50 ratas alimentadas con una dieta deficiente en
cromo, desarrollaron intolerancia a Glc(l), que se revertia s6lo con la
adicién de Cr'™ a la dieta, descubriéndose un material procedente de un
extracto de levadura rico en Cr', llamado factor de tolerancia a la Glc
(FTG) involucrado en el metabolismo de los hidratos de carbono®!!.

La presencia del FTG fue descripta por primera vez por Glaser y
Halpern en 1929'7. Metz'® postulé que el cromo en el FTG actia como

cofactor para la unién de la insulina al receptor de membrana.



Estudios recientes sugieren que una sustancia de baja masa molecular,

unida al cromo (SBPM-Cr), seria la responsable de la actividad biologica

del cromo, actuando como un mecanismo de amplificacion de la sefial de

insulina (estimulando la conversién de Glc en CO, y lipidos)*''. Dicha

sustancia es un oligopéptido de 1500 Daltons que une cuatro iones Cr por

molécﬁla, presentandose en la estructura de este ligando natural un 50% de

aminoacidos que presentan residuos: aspartato y glutamato. Un proceso de

hidrélisis acida natural permite obtener el FTG'.

El mecanismo propuesto para la activacién del receptor de insulina

seria el siguiente’:

la forma inactiva del receptor de insulina (RI) se convierte en su

forma activa por la union de la insulina

(RI inactivo)-apo SBPM-

+ Insulihna ——

(RI activo)-apo SBPM-

con activacién de un mecanismo disparador del Cr'™ desde la sangre hacia

las células dependientes de insulina, donde se formaria el SBPM-Cr activo.

(RI activo)-apo SBPM-

+ Cr (en sangre)

—

(RI activo)-SBPM-

RI activado

Finalmente, al unirse al receptor de insulina, promueve la actividad

quinasa de dicho receptor.




1.3- Importancia actual de la problematica de contaminacién con
Cr(VI

1.3.1-A nivel de suelos

Composicion del suelo. Presencia de hidratos de carbono.

El suelo es una mezcla compleja de numerosos constituyentes
inorganicos y organicos, los cuales varian en tamafio, forma, constituciéon
quimica y reactividad. Los constituyentes organicos se nombran
genéricamente con el término Aumus y provienen de la descomposicion
rapida de plantas y animales. Aproximadamente el 50 % de estos
constituyentes organicos son denominados sustancias humicas: acidos
organicos de masa molecular variable, que puede alcanzar valores de 81000
Daltons (dcidos fiilvicos y himicos). A su vez en el suelo se produce una
continua captacion, degradacion y sintesis de carbohidratos'*,

Las fuentes primarias de azicares son las plantas, que estan
constituidas en mas del 50 % de su peso seco por dichos compuestos. Los
carbohidratos se incorporan al suelo, posterior a la muerte del tejido o por el
exudado de raices vivas. Los hidratos de carbono se presentan en las plantas
bajo la forma de mono, oligo, polisacaridos y glicosidos y en los animales
como glucogeno, mucoides, quitina, acidos nucleicos . Los microorganismos
contribuyen a la degradacion de plantas y animales, sintetizando la mayor
parte de los carbohidratos en suelos aerébicos'®. La composicion total de
carbohidratos en suelos fue estimada entre el 5- 20 % del total de materia

organica',



Monosacdridos presentes en el suelo a nivel de traza: Gle(1), Gal(2),

Fru(3), Xil(4), Ara(5) y Rib(6)".

H
g i ; > @0 k ; ; D @H0H) q@@ﬂ CH,OH,
E i :; D (HOH) k i :; D (H0H) k ? o 7 O

Un analisis realizado sobre un extracto en agua caliente de un suelo

noruego dio por resultado’*:

Hidrato de carbono | % del contenido organico del suelo
Gle) o O22%
Gal @) 002% o
@) e 0.035% .
XiU@) 003%
ATA(S) . 004% o
Rib (6) <0.001%

Polisacaridos: el contenido en suelo es del orden de 5 - 20 % del

contenido de materia organica. En un hidrolizado de extractos de
polisacaridos de distintos suelos se aislaron : Gle(1), Gal(2), Xil(4), Ara(5),
Rib(6), Man(7), Ram(8), 6dGal(9) *.



H,OH H

H
H (H,OH) o (HOH) o (H,0H)
O H H
H OH OH H OH
Y] t)] ()]

Cr"'en suelos

El cromo se encuentra en suelos como resultado de su uso en una
gran variedad de industrias como ser'’: soldaduras de acero inoxidable,
cromados, manufactura y uso de pigmentos de cromo, producciéon de
ferrocromo, tratamientos de maderas, etc (figura 1(a)). En regiones
industriales de Estados Unidos es el segundo contaminante inorganico,
después del plomo”.

Las evidencias experimentales de la toxicidad del Cr"! en suelos
quedaron probadas en estudios que demostraron que:

* Los acidos falvico y humico reaccionan en agua con el Cr"’ en un
rango de p[H] de 3 a 12 originando especies de Cr¥ que pueden detectarse
por RPE durante 1 o 2 dias'®.

* El Cr"! es absorbido por las raices de las plantas, en donde se
reduce a Cr'™. En estudios realizados en plantas de ajo cultivadas en
soluciones de distinta concentracion de dicromato de potasio, se observo por
estudios de RPE sobre hoja, tallo y raiz que el intermediario de Cr¥ se
acumula y persiste durante varios dias'’.

* Los “basurales quimicos” en campos de pastoreo que contienen del orden
de 127-138 ppm de Cr"" ocasionaron muerte de ganado vacuno con

presencia de Cr" del orden de 1300 ppb en leche de vaca (valor normal:



inferior a 20 ppb). Cuando la concentracion de cromo es anormalmente alta,

el intermediario Cr¥ no es totalmente reducido por la leche sino que queda

estabilizado formando un complejo con la D- lactosa (Lac) (18), a través de

las funciones oxigenadas de la Glc.

Animales y

Humanos

34,35

Atmosfera

|P01V0: Cr203, Cl’03, H2Cr04 I

ICr+6-——> Cr'?

!

A

Cr+3 — Cr+6

Planta;f

43 +6
Cr” —=0Cr

cr? >> cr't

Suelo \

Emision Global: 30000 Tn

Industrias dedicadas:

fabricacion de aceros
curtiembres

producccién de pigmentos

cr* — cor't

~ 35000t

l Rios

C r+3 — C I'+6

——

Mares y océanos

Agua de desecho de
Industria dedicada al Cromo

Figura 1(a) : Circulaciéon de cromo en un medio ambiente contaminado 30,
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1.3.2- A nivel celular

Los compuestos de Cr'" son mutagénicos, cancerigenos y
genotodxicos, tanto en sistemas in vivo, como in vitro. Dado que el Cr" no
reacciona directamente con el ADN a p[H] fisiolégico™ su reduccion debe
ocurrir en un paso previo en el mecanismo®', por lo que el agente activo
cancerigeno debe ser algun intermediario o el Cr™ formado como producto
final de la reaccion®?. |

El cromato, forma predominante del Cromo"’ en solucién acuosa a
p[H] = 6.0-7.0, ingresa a la célula con extrema facilidad empleando canales
anidnicos no selectivos a través de procesos de difusion (dada su
conformacion tetraédrica, isoestructural con el anion fosfato y el sulfato),
mientras que la pared celular permanece impermeable a la introduccion de
cr 2,

Una vez que atraviesa la barrera inicial de la membrana celular el CcrV
es reducido por aminoacidos, acido ascéorbico, acidos carboxilicos, glutation

21,26-30

y otras moléculas de baja masa molar y genera intermediarios

reactivos tales como: Cr¥, Cr'¥, Cr', radical superéxido, agua oxigenada,
oxigeno singlete y radicales libres organicos, que pueden enlazarse a
macromoléculas biologicas tales como ADN, proteinas, etc. 0 a moléculas
de baja masa molar, tales como glutatién, cisteina, nucleétidos, etc. e

interrumpir y/ o alterar su funcién celular (figura 1(b)).
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NUCLEO CITOPLASMA : EXTERIOR

1o,
~
Cr(Ill)-proteina “

METABOLISMO

Glutation, cisteina, ascorbato,
citocromo P-450, aldehido reductasa,
quinona mductasa, H202

L-Cr(IIT) / /
Cr(IN)

INTERMEDIARIOS REACTIVOS
Esteres de Cr(VI), Cr(V), Cr (IV),
Cr(Ill, HO,RS

—
o

Figura 1 (b): Toxicidad del Cr"": Captacion, reduccién y dafio al ADN
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Estos estados de oxidacion intermedios en dicha reduccion son
frecuentemente estabilizados por formacion de complejos con ligandos que
poseen dos atomos de oxigeno cuya configuracion es apta para formar un
anillo quelato de cinco miembros alrededor del metal, ejemplos: 1,2-dioles y
o-hidroxiacidos. A su vez, el acido nucleico: ARN presenta en su
constitucion la aldosa Rib(6), con dos grupos hidroxilos con configuraciéon
cis en un anillo furanésico, geometria apropiada para coordinar con el Cr"?>!.

El glutation celular facilitaria la captacién intracelular de Cr""

formando un aducto Glutation- Cr':

H 0O H
"00C_ | - .
+H3N,CH—CHZ—CHZ—C—N-—(EH—C—-N—CHZ—COO
Tt
S._0
\ Cf
AR
o’ o

Posterior a esta unién se produciria la reduccion del Cr'' a Cr™,
lograndose una baja concentracion de Cr"' en casos de minima
contaminacion. Si el grado de contaminacién es masivo, se presentan dos
situaciones: (a) agotamiento del Glutatiéon celular con acumulacién de
radicales libres y estabilizacion de especies de ester cromico y (b)
complejos de Cr” que pueden alcanzar el nicleo y organelas de la célula®.

Muchas de las lesiones producidas por el Cr"! sobre el ADN se
producen en la matriz nuclear de la célula afectando funciones celulares

vitales como 1la replicacion del ADN y transcripcion del ARN?>%,
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La destruccion del ADN daria lugar a los cambios funcionales
observados en su replicacion y transcripcion, aspecto crucial en el efecto

carcinogénico de los compuestos de Cr''y sus metabolitos?!22°,

Se pueden resumir los efectos nocivos mas importantes a nivel celular
de la siguiente forma:

* entrecruzamientos o corte de hebras de las cadenas de ADN

* formacion de aductos Cr-ADN

* entrecruzamientos ADN-proteinas

* formacion de 8-oxo-2-desoxiguanosina

* induccién de sitios apurinicos/ apirimidinicos(pérdida de bases

purinicas o pirimidinicas en ADN)

* formacion de sitios alcalino-labiles (lesion que aparece al trabajar en

condiciones alcalinas, donde se induce un corte de hebras sencillas

del ADN)

Los compuestos de Cr'™ interaccionan directamente con el ADN y
proteinas. Su mutagenicidad se debe a los dafios inducidos por la dupla
redox Cr'/ Cr" %4,

Los hidratos de carbono componentes del ARN y ADN constituyen
centros de reaccion por excelencia para coordinar Cr¥y Cr', y a su vez

reducir a esta tltima especie altamente oxidante.
En 1996 y 1997 Wetterhan y Sudgen®>?*, estudiaron la reaccion

redox entre el complejo bis(2-etil-2-hidroxibutirato) oxocromato(V) ([CrO-

(ehba),]) con nucledtidos o ADN encontrando que los productos de
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oxidacién correspondian a un proceso de sustraccion de un atomo de
hidrégeno a partir de la unidad 2dRib (13). El mecanismo de reaccién
demostraba que la reaccion redox tenia mediante la pérdida del atomo de H
del C4'de la unidad de 2dRib (13), con una contribucién menor de una
reaccion colateral a nivel del C,".

Los resultados de este trabajo estuvieron de acuerdo con los hallados

en nuestro estudio de interaccion de 2dRib(13) y Rib (6) con Cr"".

HOCH;

(H,OH)
H

OH H
(13)
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1.2- ESTUDIOS PREVIOS DE LAS REACCIONES DE
REDUCCION DE CrY' CON ALDOSAS EN MEDIO
ACIDO

En 1971 Chandra y Mittal*® publicaron el primer trabajo con
caracteristicas fisicoquimicas referido a la oxidacion de un sistema
constituido por un hidrato de carbono y Cr": Gle(1)-4acido cromico en medio
perclérico a fuerza iénica constante y un rango de temperatura entre 20-
50°C; en el cual se destaca que para poder proponer un mecanismo de
reaccion se requiere el estudio de un conjunto de hexosas bajo las mismas
condiciones de trabajo. Si bien estos autores no lo manifiestan abiertamente,
queda implicita la importancia de la conformacién molecular y configuracion
de cada grupo hidroxilo del sustrato organico como especie reactiva en el
proceso de oxidacion.

En un periodo de casi 10 afios, siete trabajos**™ fueron informados
en la literatura cientifica sobre oxidaciones de hidratos de carbono (en su
mayoria aldosas) por accion del Cr'! en medio perclérico empleandose
concentraciones de acidode 0,8 a32M y temperatur:;,ls de trabajo entre 30
y 50°C.

Estos trabajos coinciden en proponer:

-orden de reaccion uno con respecto al sustrato organico.

-participacién de estados de oxidacion intermedios del cromo.

-mecanismos de reaccion comun para un conjunto de aldosas

estudiadas.
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Estos estudios adolecen de las siguientes fallas:

- emplean un rango muy limitado de concentraciones de sustrato
organico, lo cual implica que no pueden apreciar si existen zonas donde
cambia el orden de reaccion y por ende cambia el mecanismo.

- postulan la participacion de estados de oxidacién intermedios
(CrV,Cr™") pero no aplican ninguna técnica para detectarlos como puede ser
técnicas de Resonancia Paramagnética Electrénica a diferentes temperaturas
(de 298 a 75 K).

- Emplean rangos de acidez en los cuales los substratos organicos son
inestables. Aunque los acidos diluidos a temperatura ambiente no tienen otro
efecto sobre las aldosas que catalizar la interconversion anomérica o-f3, los
acidos minerales concentrados y/o en caliente producen cambios complejos
que involucran deshidrataciones (furfural y 5-hidroximetil furfural) y
formacion de productos de condensacion poliméricos insolubles en agua
(huminas)*!. Por otra parte los estudios que involucran disacaridos
reductores se han desarrollado en un rango de acidez muy alto en los cuales
el proceso de hidrolisis es muy pronunciado y por ende la especie reductora
es una mezcla de disacarido reductor y producto de hidrolisis ademas de los
de deshidratacion®.

- Las velocidades de reaccion en medios fuertemente acidos aun a
temperatura ambiente son tan rapidas que solamente se pueden seguir
aplicando las técnicas “stop-flow”, que ninguno de los autores empled en

sus determinaciones cinéticas.
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En 1992 Sala y colaboradores informaron los resultados cinéticos y
mecanisticos del estudio del sistema constituido por las hexosas naturales
Ram (8) y Man (7* con Cr"'en medio perclorico,determinandose:

1) el grado de la formacion del éster cromico intermediario,

2) la formacion de Cr' en la oxidacion de aldosas, detectado por RPE
(hasta entonces no informada en la literatura)

3) la capacidad de los grupos hidroxilo del azicar para coordinar con

el Cr'.

4) 1a influencia del C¢-OH en la reaccion.

En base a datos cinéticos y a la deteccion de distintos intermediarios y
productos, se propuso el siguiente mecanismo de reaccion:

Formacion del éster intermediario, en la primera etapa:

K

cr¥! + aldosa =— [Cr"-aldosa]?-

Este complejo puede descomponerse al producto directamente a
través de etapas lentas (reaccion (A)), o luego de protonarse a través del
complejo neutro, descomponerse lentamente con transferencia de dos

electrones, dando lugar a la formacion del producto (reaccion (B)):

2- lent
[CrVI-aldosa] _enfd ¢V + RCsOsHy

+
\_2—1{_, (CrVI- aldH2> _lenta v, RC5OsH;

donde R= CH3 para Ram (8) y CHpOH para Man .
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Después de las etapas lentas, se proponen las siguientes etapas de
reaccién rapidas:
CrV+ aldosa —» Cr™+ aldosa’

aldosa” + Cr"! ——» Cr"+ lactona
Cr’+ aldosa === [aldosa-Cr'] ——» Cr'"+ lactona

Como observaron estos autores, ambas aldosas reaccionan en forma
similar en este medio de reaccion. Sin embargo, se puntualiza que existe una
diferencia importante en el valor de la constante cinética de formacién del
éster cromico, K. Dicha constante es 2 veces menor para €l complejo Ram-
Cr"%, que para el Man-Cr", siendo la velocidad de oxidacion mayor para el
primer complejo. Esta diferencia de reactividad se atribuye a las
caracteristicas estructurales de los complejos de Cr'' de Ram y Man. Este
hecho se basa en asumir que las diferencias estructurales de los complejos
de Cr¥ (determinadas por evidencias espectroscopicas), se corresponden con
las mismas diferencias estructurales en los complejos de Cr" .

Simultaneamente a la publicacion de trabajos por el Grupo del Area
Inorganica de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la
Universidad Nacional de Rosario sobre la oxidacion de hidratos de carbono
de importancia biolégica por accion del agente contaminante Cr¥, se
publicaron los estudios realizados en el mismo tema por Rao y
colaboradores*™*. Estos trabajos se realizaron en medio acido (en un rango
de 0.35 - 1.65 M de acido perclérico) y en exceso del agente reductor. En
ninguno de éstos estudios se analizaron los productos finales de
reaccion, ni se propusieron los mecanismos de la reaccién en estudio.

A modo de ejemplo, de todos estos trabajos comentaremos uno

reciente?’ (afio 1993), en el que se realiza un estudio comparativo de la
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reactividad de aldosas con Cr'. Las aldosas estudiadas fueron las

siguientes: Glc (1), Gala (2), Man (7), Fru (3) y Sorb(10).
H

(H,0H)
OH H
(10)
Los autores hallaron que la reactividad era caracteristica del sustrato
utilizado y que ésta variaba segtin el p[H] en estudio.
Por estudios cinéticos, electroquimicos y de RPE encontraron que la
reactividad variaba segin la siguiente secuencia :
A p[H]= 1.65:
Fru (3) > Sorb (10) > Gal (2) > Man (7) > Glc (1)
A p[H]= 0.35:
Fru (3) > Gal (2) > Man (7) > Sorb (10) > Glc (1)

* si bien Rao y col. ¥

justifican la diferente reactividad
considerando la influencia de los grupos oxhidrilo de la molécula del azticar,
al comparar la reactividad de Man(7), Gal(2) y Glc(1) proponen,
alternativamente, l_a forma aldehidica para justificar la mayor
reactividad de Man(7) y Gal(2) respecto a Glu(l), mientras que
comparan las formas ciclicas para explicar la mayor reactividad de la
Gal(2) respecto a la Man(7).
* en ningln caso se proponen mecanismos de reaccion.
Por otra parte estos autores trabajaron en medio clorhidrico el cual

no es recomendable por la posible reactividad del dicromato sobre el ion

cloruro y, si bien bajo esas condiciones la reaccion redox Cr,O>/CI se
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encuentra minimizada®, la interferencia del ion cloruro por su capacidad

complejante sobre el Cr'™ es muy notoria’’.

Durante el periodo 1992-1997 Sala y colaboradores informaron en
forma detallada estudios de interaccién entre: aldosas- Cr'! 2 4cidos

VI 56-57

aldonicos-Cr VI 58-60

y aminoazicares-Cr , con plena identificacion de
los intermediarios y productos de reaccion y aplicando la técnica de
aislamiento ([S] >> [Cr""]). Estos sistemas constituyen modelos sencillos
para entender la interaccion de sistemas mas complejos como puede serlo el
formado por el acido D-poligalacturénico (19) y Cr"’, el cual se supone que
se encuentra involucrado en la incorporacion de Cr"' a nivel de la pared

celular de las plantas®’.

HO - 0]

(19)

Si bien los mecanismos propuestos por Sala y col. son especificos de
cada sustrato, un esquema de los mismos puede generalizarse y dividirse en
tres etapas:

a) una primera etapa de formacion del éster cromico

b) etapas lentas de transferencia electrénica intramolecular (etapas
determinantes de la velocidad)

¢) reacciones rapidas, en las que participan especies altamente
reactivas formadas en las etapas previas(Cr", Cr™, S*, S, CO,"), que dan

los productos finales de oxidacion y el Cr'™. Los resultados mecanisticos
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obtenidos se pueden integrar segun se detalla en la fig. 2:

S+ CrV!

S=Glca (16) ¢
S=Riba(15)°7

P +CrtY o S= Ram(8), Man(7) 45
(2¢-) P +Cr P +CrY
(3e-) 2e-
®) ® @ (2e-)
©®) 57 /7
AH, H") AR H") AL ) .
) @) . )
N /
H+
P +Crl! \‘ "
(3e-) P +CrV
S=Gala(21) (2e-)

S= NAcgle (26) 7
Figura 2 : Mecanismo general en la oxidacion crémica de distintos

sustratos.

En la década del '90 Branca y colaboradores® informaron un estudio
polarografico y de RPE en procesos de reducciéon del ion cromato por
accion del tripéptido glutation (GSH) en presencia de hidratos de carbono
(aldosas, desoxialdosas, aminoazucares y acido D-poligalaturénico). En
ausencia de hidrato de carbono, el sistema binario GSH/Cr"" da lugar a la
formacion de un tioéster, el cual puede ser reducido en forma muy eficiente
por moléculas libres de glutation (GSH). En el sistema ternario,
GSH/Hidrato de Carbono/Cr"’, con relacion de concentraciones: Glc(1)
/CrYYGSH: (40/20/1), el Cr" interactia con el ligando polihidroxilado
(hidrato de carbono) (6 con ambos: hidrato de carbono y GSH) dando lugar
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a ésteres que pueden ser facilmente reducidos por el GSH. El intermediario
Cr¥ se estabiliza posteriormente por coordinacién con los ligandos
poilihidroxilados: hidratos de carbono. Estos autores propusieron que los
hidratos de carbono que presentan pares de grupos hidroxilos cis accesibles
para la quelacion del metal son los mas efectivos en la formacion, primero,
del éster cromico y luego de los complejos de Cr".

Los estudios RPE del sistema ternario llevados a cabo con Glc (1)
presentan un triplete bien resuelto a g= 1,978, A (**Cr) = 16,6 x 10 cm™
con valores de desdoblamiento superhiperfino de 1,0 x 10* ¢m™ con una

relacion de intensidad 1:2:1 (fig. 3).

Figura 3 : Espectro de RPE de solucién acuosa de la mezcla de reaccién
de Gle(1), Cr¥'y GSH.
Relacion: Gle(1) /Cr¥/GSH: (40/20/1) T=25°C.

Los autores interpretaron este desdoblamiento superhiperfino como la
coordinacién del ion Cr¥ a una molécula de hidrato de carbono mediante
dos oxigenos hidroxilicos en los carbonos C1 y C2 y el desdoblamiento
superhiperfino seria el resultado del acoplamiento con dos protones

equivalentes unidos a estos carbonos.
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Lay y colaboradores en 1995% en un nuevo estudio de interaccion
entre Cr’ y Glc (1), observaron que cuando se emplea Glc sin marcar, es
muy dificil asignar el nimero de especies presentes en solucién debido a la
superposicién de las sefiales. Empleando Glc heptadeuterada, los autores
observaron que el espectro RPE no es simple, sino que la sefial observada
corresponde a la superposicion de varias especies, aunque se simplifica
notablemente (desaparece el acomplamiento shf) y resulta mas fécil asignar
el niimero de especies asi como el valor de g, de cada una de ellas. No
obstante, la informacion obtenida es ain mayor cuando se trabaja a distintas
frecuencias y con el sustrato deuterado, debido a la gran cantidad de

especies presentes en cada sistema (fig. 4 y 5).

El estudio de Branca y col.? destaca que los modos de coordinacion
mas importantes del ion cromato en los sistemas naturales han de ser: los
grupos hidroxilos (Ej.: 4cidos nucleicos) y grupos tioles (péptidos y
proteinas) produciéndose ésteres O tioésteres estables con posible
participacion activa en el transporte de Cr'! a través de las membranas
celulares y estabilizacién de intermediarios de Cr" con posterior interaccion
con reductores biologicos como el Glutation (GSH). El estudio de Lay®
demuestra que es necesario realizar una ampliacion del estudio de RPE del
sistema Hidrato de Carbono /Cr"* comenzado por Branca y col.®>. Ambos
estudios hasta el momento no fueron profundizados ni por los mencionados

autores ni por otros autores con comunicacion a la literatura cientifica.
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Figura 4 : Espectros de RPE (banda X) en la reaccién de intercambio
de ligandos [CrO-(ehba);]” con Glc (1).

a) ligando con abundancia isotdpica natural

b) ligando totalmente deuterado

Condiciones experimentales: [CrO-(ehba),] : 1 mM  [Gluc]: 111 mM

p[H]: 9-10 T:293K

Frecuencia: a) 9.6561 GHz y b) 9.6556 GHz
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Figura S : Espectros de RPE en la reaccion de intercambio de ligandos
entre [CrO-(ehba),] con Glc (1).

(a) y (c) ligando con abundancia isotépica natural

Condiciones experimentales: [CrO-(ehba)2}- : 1 mM  [D-glucosa]: 111 mM p[H]:
9-10 T:293 K.
Frecuencias: Banda S : a) 4.04618 Ghz y b) 4.06448 Ghz

Banda Q: c¢) 33.9957 GHz y d)

33.9971 GHz



1-3- Resonancia Paramagnética Electronica (RPE)

11

aplicada a Cr¥ v Cr

Cromo (V): d

Desde que se comenzaron a estudiar los procesos de reduccion del
Cr"%, se propuso que en la transferencia electrénica del agente reductor al
oxidante, el Cr’ debia ser un intermediario en dicha reduccién®’. Dada su
naturaleza altamente reactiva e inestable se hacia muy dificil la posibilidad
de encontrar evidencias experimentales de la presencia del mismo bajo
formas complejas. En los ultimos 20 afios, el desarrollo de la RPE ha
permitido a los investigadores lograr evidencia directa de la presencia del
mismo en los procesos redox de reduccién de Cr¥" 4@,
Hasta el presente se han logrado identificar mas de 25 compuestos en

rV 43 (a),(b)

los que se encuentra presente el C , siendo muy pocos los que

logran presentar estabilidad al aire o en solucién acuosa, dado la tendencia

de este ultimo a desproporcionarse a Cr™ y CrV14®).

Dentro del conjunto de complejos de Cr" estables en solucién acuosa,

se destacan los compuestos quelatos producidos entre el Cr¥ y los a-

hidroxiacidos terciarios “®*®  Dichos complejos se sintetizan sin

dificultad y por esa razon son ideales para estudios mecanisticos, en los
casos que se requiere analizar etapas de oxidacion redox que involucren al

agente oxidante Cr"*

3 ® F] quelato mas comunmente empleado y el mas
estable es el formado por el ligando 2-etil-2-hidroxobutirato (EHBA) vy el

CrV: [CrV(EHBA),0] ¥®4@
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Estructura del quelato de Cr" derivado de hidroxiacidos terciarios*®.

Bis(2-etil-2-hidroxibutirato)oxocromato(V) sal sédica. R;=R;= C;Hs
Bis(2-etil-2-metilbutirato)oxocromato(V) sal sédica. R;= CHj, Ry=C,H;

La Resonancia Paramagnética Nuclear es una técnica espectroscopica
en donde la radiacion con frecuencia del orden de microondas es absorbida
por moléculas, iones o atomos con electrones desapareados. El Cr" presenta
un electron desapareado en uno de los niveles d y por ende la espectroscopia
RPE nos puede proveer informacion sobre la simetria de las especies de
Cr", asi como de los ligandos unidos al centro paramagnético.

Una de las magnitudes mas importantes que se puede utilizar de un
espectro de RPE es el valor conocido como “factor g”.

Este factor g es una constante fisica, y para el electrén libre (ge)
adquiere el valor de 2.0023. Cuando se aplica un campo magnético

externo(Ho) a la muestra, el valor de g puede variar (g efectivo: ger) “*®

ger = (hv)/(BHo)
h: constante de Plank
v: frecuencia del espectrometro
B: magneton de Bohr

Hy: campo magnético aplicado
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Se puede emplear el valor de ger como una ayuda para identificar
especies desconocidas. La principal razén por la cual puede variar el valor
de g se debe al mezclado de los estados fundamentales y exitados debido al
acoplamiento espin-6rbita del espin electrénico y el momento angular
orbital, caracterizado por la constante de acoplamiento espin-orbita: A.

Para un sistema d'(Cr"), 2>0 y ¢l valor de g.res menor al valor de
g™, El mezclado de los estados exitados generalmente depende de la
orientacion de la muestra en el campo magnético, por ello los valores de g
son anisotropicos. La anisotropia del valor de g, generalmente se representa
por un tensor: g “®. Existen tres valores principales para este tensor: g, g,
&

Las caracteristicas de simetria de la especie paramagnética
determinard si alguno o todos los valores de este tensor seran equivalentes.
Cuando se realizan estudios de RPE a 77 K, se puede llegar a obtener
informacién respecto a las caracteristicas simétricas de la especie
paramagnética. Los valores de g seran anisotropicos si se encuentran
representadas todas las orientaciones de la molécula respecto al campo
magnético. Sin embargo, esto producira sefiales muy anchas en el espectro
debido a que el valor de g se distribuira a lo largo de un amplio rango de
Ho.

Si una molécula presenta simetria octaédrica, tetraédrica o cubica
perfecta, todos los valores principales del tensor g seran equivalentes: gx -

gy = g; y observaremos una sefial de tipo isotrépico.
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A, G =9y=9,
|
0

Si la molécula presenta simetria axial, por ejemplo: geometria

molecular cuadrado piramidal, se debe a que g, = g # g

mﬁmo Y
C/Cr\OD

X G=9y=g.
G =gy

En estos casos se realiza una distincion, refiriéndose al valor de g
paralelo al eje de simetria como g1y a los otros dos valores como g;. Se
debe destacar que la posicién de la sefial gy es dependiente de la constante
de acoplamiento espin-érbita: A entre el centro metdlico, Cr¥, y el o los

ligandos ecuatoriales. Cuando el valor de A es alto, g; < g obteniéndose un

espectro de RPE como el indicado anteriormente.
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Sin embargo, si el valor de A es bajo, resulta ser g, > g, y la sefial
observada es la inversa respecto a la anterior.

Para una molécula que no presenta ejes de simetria de orden 3 (o
superiores), los valores principales del tensor son distintos: gx # gy # g,

observandose una sefial rombica.

C | .0
/Cr\O ) g, —

Se debe remarcar que cuando se trabaja con especies paramagnéticas
en solucién a 298 K, generalmente se observa una tnica sefial isotropica
para g, que se denomina g-promedio: gis, producido por el movimiento

continuo de la molécula, lo cual promedia la anisotropia:

Liso- (1/3) (gx+ gy + gz)

El nucleo de los metales de transicidn presenta espines, que se
conocen como espines nucleares que se acoplan con los espines de los
electrones desapareados y dan lugar a desdoblamiento del tipo multiplete en
el espectro de RPE. Tales interacciones electrén -nucleo se denominan

desdoblamientos hiperfinos.
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Un momento nuclear I puede adoptar 2I+ 1 orientaciones relativas a
un eje definido. La interaccion de I'y S depende de sus orientaciones
relativas, y por ende se genera una variedad amplia de niveles energéticos.

Los ligandos se unen a metales paramagnéticos, se produce
acoplamiento entre los espines nucleares de atomos de los ligandos con el
espin electronico del metal, generando los denominados desdoblamientos
superhiperfinos.

El ntmero de sefiales generadas por acoplamiento a un nucleo
especifico sera dado por la ecuacion: 2nl+1, donde n es el numero de
nucleos equivalentes de un dado isétopo.

Los espectros RPE, de 3Cr, por ejemplo, con I = 3/2 presentan
acoplamiento hiperfino. En la siguiente figura se puede apreciar un espectro
de RPE tipico del complejo formado por reaccién de Rib(6) y Cr¥ (d). La
sefial mayor en el centro del espectro, con un valor de g = 1.9787,
corresponde al 52Cr, mientras que las cuatro sefiales satélites corresponde al
Cr (9.55% de abundancia), con un valor de constante de acoplamiento
hiperfino (A) = 15.7 x 10* em™.

Valores A (constante de acoplamiento hiperfino) de 3Cr, como el
mencionado anteriormente, fueron observados en complejos con ligandos
donores de oxigeno, tales como el 4cido oxalico o el 2-etil-2-

hidroxobutirato®>®.
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g=1.9787G

LA

Cromo (I1I); &

Se han estudiado por RPE una gran variedad de complejos de cr,
incluyendo los alumbres y otras sales dobles. Los espectros de RPE se
caracterizan por poseer poca anisotropia Zeeman. La estructura hiperfina es
dificil de observar, es fundamentalmente isotropica y del orden de 15x10™
em.

En general, trabajando en banda X, los compuestos de Cr'™ en un
ambiente oxigenado, presentan valores de g ~2.0000 tanto en estado solido

como en solucion™©. Estos complejos presentan una geometria molecular

correspondiente a un octaedro distorsionado.
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1.4- IMPORTANCIA BIOLOGICA DE LOS
LIGANDOS ESTUDIADOS

D-glucosa (1)
H,OH

o (HOH)

O]
H OH

(1)

La D-glucosa (Glc) (1), ya sea en forma libre o combinada no solo es
el azicar mas comin sino tambien el compuesto organico mas
abundante®”%.

Se encuentra distribuido tanto en el reino animal, como en el vegetal.
Se halla presente:

* en forma libre: en frutas, jugos de plantas, miel, sangre, linfa,
liquido cerebroespinal y en orina de personas diabéticas.

* en forma combinada: en oligosacaridos (por ejemplo, sacarosa),
polisacaridos (particularmente almidén, celulosa y glucogeno) y en

glucésidos cardiacos.

D-galactosa (2)
H,0H

H

o (H.OH)

H
H OH

09
La D-galactosa (Gal) (2) se encuentra presente:
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En el reino animal : 7%

* en los cerebrosidos y gangliosidos del cerebro y tejido nervioso
* en la lactosa (disacarido constituyente de la leche).

En el reino vegetal: 675

* en oligosacaridos como D-melibiosa y D-rafinosa

* en los polisacaridos aislados de numerosas gomas y mucilagos de
plantas

* en union glicosidica con mioinositol (en azicar de remolacha) y con

glicerol (en ciertas algas).

D-ribosa(6)
HOCH,

(H,OH)
H

OH OH
©)

La D-ribosa (Rib)(6) es un constituyente del acido ribonucleico
(ARN), asi como de diversas vitaminas y coenzimas. Se encuentra presente
en todas las células animales y vegetales. Ademas, es componente de los
antibioticos Neomicina A y B %

Dicha pentosa aparece en el organismo humano:

* por hidrolisis parcial de acidos nucleicos y nucledsidos

* en el ciclo de las pentosas fosfato: desde D-glucosa

D-glucosa —> D-glucosa-6-fosfato — 6-fosfogluconato — — D-

ribosa

En productos naturales se encuentra principalmente bajo su forma
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furandsica.

Determinaciones espectroscopicas de 'H-RMN en agua deuterada y
de poder rotatorio de soluciones acuosas indicaron la presencia de formas
furanésicas, pirandsicas y aldehidica de cadena abierta®. Se encuentra en
suelos, constituyendo aproximadamente el 0.001 % de los compuestos

organicos presentes’*.

D-manosa (7)

(H,OH)

)

La D-manosa (Man)(7), forma parte de polisacaridos vegetales

(mananos), asi como en la semilla del Phytelephas macrocarpa, que es la

fuente principal de obtencion del azicar®’.

L-ramnosa (8)

Hi
CH3
(H,0H)
H

OH OH
@®)
La L-ramnosa o 6-desoxi-L-manosa (Ram) (8) se encuentra formando
parte de polisacaridos, glicésidos, gomas y mucilagos presentes en las

plantas, en extractos de levadura y en los polisacaridos bacterianos®.
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D-fucosa (9)
Hjs

H
- (H.0H)
H

H OH
)
La D-fucosa o 6-desoxi-D-galactosa (6dGaL) (9), se encuentra

presente como producto de hidrélisis de glucsidos cardiacos®’.

D-alosa (11)
H,OH

H (H,OH)

HO
OH OH

(11)
La D-alosa (Alo) (11) no se halla presente en la naturaleza, sin
embargo, su derivado 6-fosfato se formaria por la acciéon de transcetolasas a

partir de octulosa 8-fosfato y gliceraldehido 3-fosfato®’.

D-digitoxosa (12)

3

(H,OH)
HO H
(12)
La digitoxosa o 2,6-didesoxi-D-ribo-hexosa (26dRib) (12), es un

constituyente de los glicosidos digitoxina y digoxina, entre otros®’.
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2-desoxi-D-ribosa (13)
HOCH,

(H,OH)
I H

OH H
(13)
La 2-desoxi-D-ribosa o 2-desoxi-D-eritropentosa (2dRib) (13) es el
azucar constituyente del 4cido desoxirribonucleico (ADN). Dicha pentosa se

produce en el organismo por hidrélisis parcial de acidos nucleicos®.

2-desoxi-D-glucosa (14)

H,OH

o (H.OH)

6)
H H

(14)

La 2-desoxi-D-glucosa o 2-desoxi-D-arabinohexosa (2dGlc) (14) se
encuentra presente formando parte de glucésidos cardiacos®®. Su interés
bioquimico se debe a su fosforilacion por accion de la enzima hexoquinasa
en presencia de ATP, y a su oxidacion por la glucosa oxidasa. Este azicar
inhibe la fermentacion de levaduras, el crecimiento bacteriano y la

utilizacion de la glucosa por parte del musculo y células tumorales.
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OBJETIVOS
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El presente trabajo de Tesis tiene como objetivos:

*estudiar cinética y mecanisticamente la oxidacion de D-ribosa(6) y
2-desoxi-D-ribosa(13) (aziicares componentes de los acidos nucleicos: ADN
y ARN respectivamnte) con Cr(VI) en medio acido, haciendo incapié en los
productos e intermediarios que participan en las reacciones.

* estudiar la influencia de la configuracién relativa de los C2, C3 y C4
de aldohexosas en la interaccion aldosas-Cr(VI).

* observar la influencia de la presencia del hidroxilo en posicién 2 y
6 de aldosas con Cr(VI), ampliando el estudio a 2-Desoxi-D-glucosa(14) y
2,6-didesoxi-D-ribo-hexosa (12) .

* comparar las velocidades de oxidacion relativa de las aldosas con
Cr(V) y Cr(VI).

* caracterizar por RPE al radical organico intermediario en la

reduccion de monosacaridos con Cr(VI), no informado aun en la literatura.
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CAPITULO 2:

PARTE
EXPERIMENTAL
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2-1- Instrumental

Procesamiento de datos
Computadoras PC IBM compatible, AT 486 y AT 586
Programas:
- Sigma Plot, versiones 4.01 y 5.01
- Quattro, version 3.01
- Origin, version 2.0y 3.5
Espectroscopia uv-visible
1) Shimadzu UV-140-02, doble haz, con cubetas termostatizadas por
circulacion de agua externa.
2) Guilford Response II, simple haz, con cubetas termostatizadas por
sistema peltier.
3) Wayers UV-Vis 6000, doble haz, cubetas con camisa
termostatizadas por circulacion de agua externa.
4) Metrolab UV-Vis 1700
Polarimetria
Polarimetro aus Jena, con celda de 2,00 dm. de paso.
Pesada de los reactivos
Balanza Mettler Mod. H6, cap.max. 160 g, 0,0001 g/div.
Espectros de resonancia paramagnética electrénica
Espectrometro Bruker ER-200. Instituto de Desarrollo Tecnoldgico
para la Industria Quimica (INTEC), Guemes 3450, (3000) Santa Fe.
Espectrometro Bruker ESP-300.Instituto de Radicales Libres en
Biologia y Medicina (LANAIS) de la FFyB-UBA .Junin 956
(1113)Buenos Aires.
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La frecuencia de microonda se gener6 con un Bruker 04 ER (9-10
GHz) y se midi6 con un frecuencimetro Racal-Dana.
El campo magnético fue moderado con un Bruker NMR-sonda

gaussmeter.

Las siguientes mediciones se realizaron en el Centro de Investigacion
Cientifica del Departamento de Quimica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Granada. Calle Fuentenueva s/n. (18075) Granada.Espaiia

Anadlisis elemental de Ce H

Microanalizador CHNS Fisons 1108

Susceptibilidad Magnética
Balanza Manics DSM-8

Curvas termogravimétricas
Termobalanza Mettler TG-5

Espectros infrarrojos
Espectrofotometro FTIR Nicolet 20 SXB
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2.2- Materiales
Todos los reactivos empleados fueron de calidad analitica.
Reactivos inorganicos
K72Crp0O7 (BDH)
HCIO4 70% & =1,66 g/cm3 (Merck)
NaOH (Merck)
Ba(OH),.8H2O (BDH)
NapCO3 (Sigma Chemical Co.)
NaHCO3 (Sigma Chemical Co.)
Agua bidestilada sobre KMnO4
Los patrones primarios sélidos ( KoCrpO7 y NapCO3) fueron secados
durante 1 hora a 110°C y se enfriaron en desecador hasta temperatura

. 50
ambiente .

Reactivos organicos

* Sustratos:

-2dRib(13) , Rib(6), Gal(2), Man(7) y 2dGlc(14) (Sigma Chemical Co.)
- Alo(11), 6dGal(9) y 2,6dRib(12) (Fluka)

- Gle(1) (Merck)

* 2 4-dinitrofenilhidrazina (24DNFH)(Cicarelli)

* Acrilonitrilo 99% & =0,806 g/cm3 (Aldrich)

* Biftalato de potasio (Sigma Chemical Co.)

* N-6xido de 5,5- dimetil-1-pirrolina ( DMPO) (Aldrich)
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2.3- Métodos
2.3.1 - Preparacion de soluciones
Las soluciones stock de acido perclorico se prepararon a partir de una

solucién de HCIO4 70% P/P & =1,67 g/ml. Para obtener 500 ml de solucion
de HCIO4 2M se midieron 86,0 ml de la solucién concentrada, diluyendo

con agua destilada en matraz aforado. En los casos en que fue necesario, se

ajusto la fuerza iénica con NaClO4. Las soluciones preparadas de HCIO4 se

valoraron con NapCO3 usando como indicador naranja de metiloso.

Las soluciones stock de los substratos organicos se prepararon por
pesada directa de los mismos, momentos previos a la realizacién de las

experiencias empleando HpO como solvente.

Las soluciones stock del agente oxidante se prepararon a partir de una

solucion madre de K»CrpO7 en solucion acuosa. Para preparar 50 ml de
solucion madre de Cr(VI) 0,0032 M se disolvieron 0,0236 g de KoCrpO7 en

cantidad suficiente de agua, llevando a volumen en matraz aforado.

2.3.2 - Deteccion de productos de reaccion
a) Cromatografia en papel

Se utiliz6 la técnica de cromatografia descendente70en papel Whatman
n° 1.
Se preparé una mezcla de reaccién con una relacion 1 < [SY[Cr(VI)] < 10
y se calenté a 33° C hasta desaparicion del color del agente oxidante,
comprobandose la maxima formacién de Cr(II) por espectrofotometria a
570 nm. Se neutralizé hasta p[H] = 6 por agregado de solucién saturada de
NaHCO:s.
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Volumen de siembra: 10 pl
Tiempo de desarrollo: 24 horas
Temperatura de corrida: 25° C
Solvente de desarrollo: n-butanol-acido acético-agua (4:1:5, 4:1:1, y 4:3:2,
empleando siempre la capa superior).
Los reactivos de revelado fueron los siguientes:

Nitrato de plata-hidréxido de sodio (técnica descrita por Trevelyan y

Se agrega 0,1 ml de solucién acuosa saturada de AgNO3 a 20 ml

de acetona. El precipitado obtenido se disolvi6 por agregado de la
minima cantidad de agua. Se sumergieron los cromatogramas en esta
solucién y se secaron a temperatura ambiente. Luego se pulverizaron con
una solucion de NaOH 0,5M en etanol al 50%V/V, fijandose las

manchas por inmersién en solucion acuosa de NapS»>03 5%P/V. Los

azucares reductores y los polialcoholes revelan como manchas de color

marron oscuro.

Clorhidrato de p-anisidina (técnica de Hough y col. 71'b)

Se pulverizaron los cromatogramas con una solucion de clorhidrato de
p-anisidina 3%P/V en n-butanol-etanol-agua (4:1:1) con trazas de cloruro
estannoso. Se secaron a temperatura ambiente y para su revelado se
colocaron en estufa a 120° durante 10 minutos. El color de la mancha es

caracteristico del tipo de compuesto:

aldotetrosas amarillo intenso
aldopentosas rosado
aldohexosas marron

acidos urénicos marrén rojizo
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Acido perclérico al 60% en acetona

Los cromatogramas fueron sumergidos en una solucién de 1,5 ml de
HC104(60%) en 20 ml de acetona; secandose posteriormente a temperatura
ambiente y luego calentiandolos en estufa a 90° C durante 2-3 minutos. Los

desoxiazicares revelan como manchas marrones.

Para la preparacion de los testigos empleados en las corridas

cromatograficas, se disolvieron 10 mg de sustrato organico por ml de agua.

* Sintesis_de Acido 2-desoxi-D-gluconico y_dcido 2-desoxi-D-
ribonico usados como testigos de cromatografia

Se utilizé el método descripto por Isbell

A una solucién del desoxiazicar (2dGle 6 2dRib) (1x10~ mol) a 0°C

se le agregaron 0,07 ml de bromo y la mezcla se agité hasta disolucién del

bromo_ dejandola 36 horas a temperatura ambiente.Se considero finalizada

la reaccién cuando se obtuvo resultado negativo en el ensayo de Fehling
para azucares reductores. El exceso de bromo se eliminé haciendo pasar una

corriente de aire.

b) C- RMN

La identificacion del acido aldonico como unico producto de la
reaccion también fue realizada por *C RMN. En un experimento tipico una
mezcla de aldosa (desoxialdosa) (5.55 mmol) y dicromato de potasio (0.94
mmol) en HCIO; 1.2 M (2 cm’) se dejé reaccionar a 33°C. Una vez

finalizada la reaccion la mezcla se agit6 con resina de intercambio catiénico
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Dowex 50W-X8 para eliminar el Cr™, lo cual se manifest6 por una
decoloracion de la solucion acuosa. Una muestra concentrada se analizo por
BC RMN. En cada caso, el acido aldénico (y/o la aldonolactona
correspondiente) (productos de la reaccion) y las aldosas(desoxialdosa) que
no reaccionaron (reactivo en exceso) fueron identificados comparando con

testigos apropiados.

¢).- Cuantificacién del CO, desprendido, en condiciones de la cinética.
Para determinar la cantidad de CO, que se desprendié en la reaccion
en presencia de exceso de agente reductor, se utilizé un equipo como el que

muestra el siguiente esquema:

gﬂw

\J 2,4-DNFH '

N2 B:;t('Dl-I)2 mezclgl, de Ba(DI-[)2
reaccion
Durante el curso de la reaccion se burbujed nitrogeno para arrastrar
los productos gaseosos formados. La corriente de nitrogeno se pas6 primero
por una solucion de hidroxido de bario para eliminar el dioxido de carbono
que pudiera contener el gas; luego por la mezcla de reaccion, a través de una
solucién acida de 2,4-dinitrofenilhidrazina (para retener aldehidos volatiles)
y por ultimo por frascos lavadores que contenian solucién valorada de
hidroxido de bario para retener el dioxido de carbono formado como

producto de reaccion.
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Para cuantificar la cantidad de dioxido de carbono formada, se
procedié a valorar con biftalato de potasio, empleando fenolftaleina como

indicador, las soluciones de Ba(OH); contenidas en los frascos lavadores.

En experiencias similares, se recogié el dioxido de carbono sobre
solucion valorada de hidroxido de sodio, titulandola luego de la reaccion con
biftalato de potasio y fenolftaleina.

Ejemplo aplicado a un sistema tipico: Rib/Cr(VI):
La mezcla reaccionante se preparo en exceso de Rib (6) con respecto

a Cr(VI) en relaciones [S}/[Cr(VI)]=15/1.

La aldosa: Rib(6) ( 4 x 104 moles) se hizo reaccionar con una

solucion preparada a partir de 0,0039 g de KpCrpO7 disuelto en 10 ml de
HClO4 1M. El sistema se calentd a 33°C, con burbujeo continuo de gas N»p

a través del sistema, durante 8 horas, para arrastrar los productos gaseosos
formados. Al cabo de ese tiempo no se observd turbidez en la solucion de
24DNFH, lo cual demostro la ausencia de aldehidicos o cetonas volatiles.

Se filtr6é la solucion acuosa de Na(OH), titulandose el filtrado con
biftalato de potasio (indicador: fenolftaleina). Se determind el rendimiento
de CO por mol de sustrato:

Normalidad del Na(OH) inicial: 0,1036N
Normalidad del Na(OH) final: 0,1030N

Variacién de normalidad del Na(OH)= 3,98 x10™ N
Volumen de Na(OH)= 100 ml

Moles de CO> desprendidos= 3,98 x107° moles

Moles de Rib(6) = 4 x 104 moles
moles CO,/ moles Rib = 0,099

La experiencia se llevo a cabo por duplicado.
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Segin estos resultados podemos decir que la degradacion de Rib(6)
en relacion [S)/[Cr(VD)]=15/1, no produjo desprendimiento de CO, por
mol de Rib(6), ya que el valor obtenido (menos del 10 %) es atribuible al

inevitable manipuleo de la solucion alcalina

Para todas las aldosas estudiadas, no se hallé desprendimiento de CO,,
ni liberacién de aldehidos volatiles en estas condiciones de trabajo.

d).- Sintesis del complejo Ribonato de cr”
Preparacion de solucién de Cr'" 0,288M
Dicha solucion se prepar6 a partir de K2CrpO7(s) y agua oxigenada
en medio acido:
Crp072- + 8H* ey + 3 Hp02 ) = 2Cr* @+ 7H20q +3 O
8,472 g de KoCrpO7( (0,0576 moles de Cr(VI)) se hicieron reaccionar con

11.0 ml de agua oxigenada 100 Vol, en medio 4cido dado por 140 ml
HClO4 2M.

Para eliminar el exceso de agua oxigenada que no reacciono, se

calento la solucion a ebullicion, hasta la desaparicion de burbujeo de O,
procedente de la dismutacion del exceso de HpOp ~ Posteriormente se

agrego agua csp. 200 ml, en matraz aforado.
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Preparaciéon de Cr(OH)3(s)
A 70 ml de una solucién de Cr'2 0,288 M se le adiciond gota a gota y

agitando, solucion Sorénssen hasta lograr precipitacion total del Cr(OH),

(precipitado verde- grisaceo) y solucion sobrenadante incolora.
El Cr(OH); (s) se separ6 por centrifugacion y se lavo reiteradas veces

con agua fria bidestilada.

Preparacion del complejo ribonato de Cr(I1I)
8,8860 g (0,06 mol) de D-ribono-1,4-lactona (15) se disolvieron en
25 ml de agua, reflujandose la solucion resultante durante 3,5 horas a 100°C,

para facilitar la apertura del anillo lacténico y aumentar la concentracion de

acido aldoénico libre en solucién. Se agregaron 2.10° mol de Cr™ como

Cr(OH), y se continu6 el reflujo a 100°C durante tres horas mas. Se agrego

etanol absoluto a la solucion enfriada, hasta aparicion de turbidez y se la
dejo en reposo a 5°C durante tres dias.

El precipitado verde separado a partir de la solucion se filtro, se
disolvié en el minimo volumen de agua y se reprecipité con etanol al 90%.
Este proceso se repitid tres veces. Por ultimo, el solido fue secado en
desecador al vacio sobre pentoxido de fosforo(s) y granallas de hidréxido
de sodio, hasta lograr peso constante. Masa de complejo obtenido: 3,7200 g.
Rendimiento: 74 %.

Antes de realizar el analisis elemental, el complejo fue secado durante 2

horas al vacio.

-51-



2.3.3 - Deteccion de radicales libres orgdnicos

a) Polimerizacion de acrilonitrilo

En un experimento tipico, se afiadieron 0,2 cm3 de una solucion de

KyCrpO7 5x 10-2 M en HCIO4 1 M, a 2 cm3 de una solucion de aldosa: 5x

102 M en HCIO4 IM (mezcla de reaccion: [ald)/[Cr(VI)|=10/1). Se

mantuvo la temperatura a 33°C.

Al mismo tiempo se llevaron a cabo los blancos de todos los

reactivos involucrados en la reaccion. Como testigo positivo, se usoO la

reaccion de D-glucono-1,5-lactona (17): 5x 102 M con Cr'' en medio

sulfiirico”. (Tabla I)

En todos los tubos se agregaron 0.5 ml. de acrilonitrilo 1,5 M.

CH,OH
H o
H
OH H/©
HO
H OH
17)
Sustrato Cr(VD) Acrilonitrilo | D-Glucono- Resul-
5.10 °M 5.10°M 1,5M 1,5-lactona tado
(ml) (ml) (ml) (testigo (+) )
5.10°M,(ml)
Mezcla  de 2,0 0,2 0,5 - )
.
Blanco  de 2,0 - 0,5 - )
| aziicar
Blanco de - 2,0 0,5 - Q)
 oxidante
Blanco  del - - 0,5 1,0 Q)
 testioo (4)
testigo(+) + - 0,2 0,5 2,0 )
_oxidante

Tabla I: Deteccion de radicales libres mediante la polimerizacion de

acrilonitrilo. Esquema de la técnica seguida

X\
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b) Espectroscopia RPE

Se emple6 (DMPO) para atrapar cualquier radical orginico
intermediario formado durante la reduccién de Cr'' por accién del
monosacarido y descartar interferencias de Cr¥ y Cr" en el ensayo de
polimerizacién de acrilonitrilo.

Previamente a la experiencia de medicién espectroscépica, el
atrapador de radicales libres organico: DMPO, fue purificado por
decoloracién con carb6n activado. El método consiste en tratar el DMPO
consecutivamente con carbén activado hasta observar por RPE la
desaparicién de todas las impurezas de radicales libres presentes en el

reactivo’®.

Condiciones de medicion:

En un experimento tipico, se trabajé en relacién [ald)/[Cr(VI)]=10/1,
siendo las concentraciones finales de reaccién:

[S]=0.375 M [Cr(VI)]=0.0375M

[H']=0.1 M [DMPO]=0.09 M

Medicién: a los 4 minutos de iniciada la reaccién

Temperatura: 20° C.

ganancia: 5.10* campo central: 3450 Gauss
tiempo de conversion: 20.48 ms constante de tiempo: 163.84 ms
modulacion de frecuencia: 50khz Tiempo de barrido: 20.972 seg.
ancho de barrido: 150 Gauss potencia: 1 mW

modulacién de amplitud: 0.514 Gauss
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2.3.4 - Mediciones cinéticas
Medidas Espectrofotométricas.

Todos los experimentos se llevaron a cabo a 33°C a menos que se
mencione lo contrario.

La longitud de onda de trabajo se seleccioné barriendo los espectros
correspondientes a las soluciones del oxidante y del agente reductor yala
mezcla una vez finalizada la reaccion.

Los estudios cinéticos se llevaron a cabo espectrofotométricamente,
empleando celdas termostatizadas de vidrio y/o cuarzo de 1 cm de paso de
luz, registrando la disminucion en el tiempo de la absorbancia del oxidante a
350 nm. Se tuvo en cuenta que se cumpliera la Ley de Beer en todo el rango
de condiciones de trabajo, para el agente oxidante.

A modo de ejemplo, se presenta una curva de calibracion a [HCIO4J=
1.0 M, I= 1.0 M (Tabla 2, fig.1):

Se prepar6 una solucién madre de K,Cr,0; 1.006 10° M en HCIO, 1.0 M
(0.0148 g de K,Cr,0; + HCIO4 1.0 M csp. 100 ml). Se tom6 con pipeta
calibrada un volumen determinado de solucion madre y se lo llevo en matraz

aforado a un volumen final de 5 ml con HC10,4 1.0 M.
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N° tubo ml sol. madre | [Cr"Y] gna . 10'M | Absorbancia
v es e 0.131 ]
___________ 2 w20t 027
___________ 3 | oous o302 ) 0408 ]
........... 4 |20 o402 10248 ]
........... s |25 o803 10676 |
___________ 6 | .30 |...6o04a | 082 |
___________ 7 | 3s 704 10948
___________ g | 40 | 805 | LO8 ]
........... o | A5 |90 11237

10 5.0 10.06 1.384

Tabla 2: Comprobacién del cumplimiento de la Ley de Beer

16
A
//
12- A
P
//‘
o
o /.9
. -
-E 08_ . /..
//
2 -~
,/./
//
04 s
-
o
o
00 - ¥ | ] I v 1
0 2 4 6 8 0

[cr'.10° M

Fig.6. Curva de Calibracion de crv
[HC1O4}= 1.0 M, I= 1.0 M. T=25°C. A= 350 nm.
Ecale. = 1365.7 M cm!
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Las reacciones se iniciaron por el agregado de solucién acuosa del
oxidante a la solucion del azicar con cantidades de perclorato de sodio y de
acido perclorico de manera tal que se mantuviera la fuerza i6nica (I)
constante a valor 1.0 M, logrdndose a su vez las condiciones de acidez
requeridas.

En una experiencia tipica: para un volumen final de 4ml, relacién
[ald)/[Cr(VI)]=100/1 y [H']= 0.5 M, se colocé en bafio termostatizado 1 ml
de solucién acuosa de aldosa 0.32 M, 1 ml de solucién de HC1O4 2M y 1 ml
de NaClO, 2M. Una vez alcanzada la temperatura de trabajo, se inici6 la
reaccion con el agregado de 1 ml de solucién de CrV! (como K,Cr,07)

0.0032 M previamente termostatizada.

La mezcla de reacciéon se transfiri6 inmediatamente a una celda
espectrofotométrica de 1 cm de paso de luz después de mezclar. Por lo
tanto, debido a la dilucion realizada, las concentraciones iniciales de los

reactivos fueron:

[ald] = 0.08 M
[CrV]=8x 104 M
[H'=0.5M

Al trabajar con concentracion inicial del agente oxidante constante:

8x10-4 M, se vari6 la concentracién de aztcar de 0.02 a 0.2M con lo que se

logro el siguiente rango de relaciones [S]/[Oxidante] : 25/1 a 250/1.
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Determinacion del orden de reaccion respecto a Cr'L

Con el fin de comprobar el decaimiento de primer orden
respecto a concentraciones variables de Cr"! para todos los sistemas
estudiados, se determinaron los valores de la constante cinética en
condiciones de [ald], acidez y fuerza i6nica constantes y se vario la [cr'
en el rango de 3.10™ 2 8.10* M™%,

Los valores de Kqs para los sistemas formados por Cr"'y las aldosas:
2dGlc(14), Rib(6), 2dRib(13) y 26dRib(12) y los valorese deducidos de kg
para Gle(1), Gal(2), 6dGal(9) y Alo(11) resultaron independientes de la
[Cr""), usada, lo que implica que la constante de velocidad de reaccion es
independiente de la [Cr""],.

A modo de ejemplo, se indica en la siguiente tabla los valores

obtenidos para la oxidacién de Rib(6) por accion del Cr v

[Cr'] 1. 10 (M) kobs 10* (s
______________ 4 o422 ]
_____________ S A4
I T 43 ]
______________ 6 B0
______________ 7 A5

8 4.1

Tabla 3: Efecto de la [Cr""] en la oxidacién de 2dGle(1).
[Rib]o = 0.12 M, [HC1O4}= 0,75 M, I= 1M, T= 33°C. A= 350 nm.
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2.3.5 - Control de la estabilidad del sustrato

En todos los casos se controlé la estabilidad del sustrato organico

en las condiciones de acidez de la reaccidn, a través de mediciones de:

() "C-RMN del ligando en agua y segun la acidez de trabajo

(b) espectroscopia uv-visible.

(c) cromatografia descendente en papel

Ejemplo: RIB-Cr"!

(2) Mediciones de ’C-RMN del ligando en agua y en las condiciones

de acidez estudiadas:

Al realizar las experiencias en dichas condiciones se comprueba que

las mismas se corresponden con los datos de literatura, por lo tanto, no

existen modificaciones estructurales en las condiciones de trabajo®.

Rib(6) en agua® Rib(6) en HCIO, 1M
a-pir | B-pir | a-fur | B-fur | o-pir | B-pir | a-fur B-fur
C1 94.3 94.7 97.1 101.7 | 94.7 95.1 97.5 | 102.1
BCo N 10X T R 0 0 X W 07 B B B R 7
G370 697 708 A2 T 04 000 A A ST
C4 | 681 | 682 8387833 686 68T 8838
G5 7638 |38 ezl T3 e e s e

* con un corrimiento de + 0.4 unidades, probablemente debido a un

efecto de protonacién del oxigeno endociclico debido a la acidez del medio ">

® los datos experimentales coinciden

literatura’s,
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(b) La figura 7 muestra los espectros del azicar a tiempo=2 min. y a
24 horas de disolucién en el solvente de trabajo, en el rango de acidez

utilizado en las medidas cinéticas.

1.0

— Rib(ac) t=2 min.
Q75+ ———— Rib(ac) t=24 hs.
—— Rib [H'}0.1M =2 min.
I~ Rib [H'F0.1M =2 min.
——— Rib [H}F0.5M t=2 min.
——— Rib [H'E0.5M t=24hs
~ Rib [H'FIM t=2 min.
R l}-f}:]M t=24 hs

1 % 1 y 1 i 1 y 1

A (nm)

Figura 7 : Espectros uv-visible de soluciones de Rib en agua .

[HCIO,]= 0.1, 0.5 y 1 M, I= 1M. T= 25°C. [Rib]= 0.4M

(c) cromatografia descendente en papel: se trabajé6 en las mismas
condiciones de acidez, fuerza ionica, temperatura y tiempo que la
experiencia anterior; observandose solamente la aparicién de una mancha
caracteristica del azicar bajo estudio.

Volumen de siembra: 10 pl. Tiempo de desarrollo: 24 hs.
Reactivos de revelado: * Nitrato de plata en medio alcalino

* clorhidrato de p-anisidina.
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2.3.6 - Deteccién de Cr"
6-a) Mediciones espectrofotométricas a 750 nm

A 750 nm los complejos de Cr" presentan una absorcion distintiva y
Unica, cuya intensidad depende del coeficiente de extincion molar *!.

Todos los intentos de realizar mediciones de absorbancia a 750 nm,
para los distintos sistemas en estudio, fueron fallidos, probablemente debido

al bajo coeficiente de extincion molar de los complejos de Cr'-aldosa.

6-b) Mediciones de RPE para los sistemas Aldosa-Cr"!

Dado que la configuracion electronica del CrY es: [Ar]3d! el electron
desapareado confiere propiedades paramagnéticas al cromo pentavalente.
En consecuencia, los complejos intermediarios de Cr V pueden ser
detectados por espectroscopia de resonancia paramagnética electronica
(RPE)™.

Se registraron los espectros de RPE de diversas mezclas de reacciéon
Cr-sustrato, utilizando el radical difenilpicrilhidrazilo (DPPH) como
referencia (g= 2.0036).

Las soluciones de Cr"" sin agregado de sustrato no dieron sefial de
RPE.

Tanto la deteccion puntual como el seguimiento cinético de la sefial

de Cr" se realizaron a temperatura ambiente.

Condiciones de reaccion, generales para los sistemas estudiados:
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A) MEDIDAS CINETICAS:

Relacion [S] /[Cr V= 10/1 [H'] variable
[S]=0.375 M [CrY]=0.0375M
B) MEDIDAS PUNTUALES:
relacion 2/1  [S]=0.375M [CrY=0.1875M
relacion 5/1  [S]=0.375 M [CrV]=0.075M
relacion 10/1  [S]=0.375 M [Cr V]=0.0375M
relacion 20/1  [S]=0.375M [Cr¥1]=0.01875M

Las experiencias fueron realizadas
(a) en el rango de p[H]= 2-7.
(b) en el rango de acidez [H']=0,1a1,0M..
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CAPITULO 3:

RESULTADOS Y
DISCUSION
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3.1- Oxidacion de 2-desoxi-D-ribosa (13) v D-ribosa (6)

por accion del CrY' en medio dcido.

HOCH, HOCH;,
(H,OH) - (H,0H)
H H
OH OH OH H
(6) 13)

3.1.1.- Andlisis de los productos de reaccion

a) Cromatografia descendente en papel.

Por el analisis cromatogréfico de mezclas de reaccion a tiempo
infinito, se detectd un tnico producto de reduccion identificado como acido
D-ribénico (Riba)(15) o acido 2-desoxi-D-ribénico (2dRiba) (17), seglin se
trate de la oxidacién de Rib(6) o 2dRib(13) respectivamente.
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A continuacién se dan las relaciones de frente referidas a Rib(6) (R;)

0 2dRib(13) (Raq;)para cada sistema Cr"'-S.

Muestra sembrada R,
nitrato de plata / NaOH p-anisidina
Rib (ac)(6) 1 1
‘D-ribonato de sodio (ac) 18) | 06 | -
D-ribono-1,4-lactona (ac) 18) | 06 | S
1.3
Mezdla de reaccion x| 06 | T
1 1
1.3

A: mezcla de reaccion en una experiencia tipica [Rib] / [CrY]=5y
[HCIO4]=0.5M

Volumen de siembra: 10 ul. Tiempo de desarrollo: 24 horas T: 25° C
Solvente de desarrollo: n-butanol-acido acético-agua (4:1:5, 4:1:1, y 4:3:2,

empleando siempre la capa superior).

Muestra sembrada Rogr
p-anisidina HCIO, en acetona nitrato de plata / NaOH
20Rib (ac) (13) | LS N L L
2dRiba (ac) (13) - 1.35 1.34
Mezcla de reaccion t° | N T 1
- 1.35 1.34

B: mezcla de reaccion en una experiencia tipica [2dRib] / [CrY]=5y
[HCIO4] = 0.5 M

Volumen de siembra; 10 ul. Tiempo de desarrollo: 24 horas T: 25°C
Solvente de desarrollo: n-butanol-acido acético-agua (4:1:5, 4:1:1,y 4:3:2,

empleando siempre la capa superior).
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b).- Cuantificaciéon del CO, desprendido, en condiciones de la
cinética.

Segun los resultados obtenidos y descriptos en la parte experimental
podemos decir que la degradacion de Rib(6) y 2dRib(13) en condiciones de
exceso de agente reductor, no produjo desprendimiento de CO, por mol de

sustrato.

¢) PC- RMN

La identificacion del acido aldénico como inico producto de la
reaccion por *C RMN se realiz6 segin la técnica descripta en la parte
experimental .

En cada caso, el acido aldonico y/o la aldonolactona correspondiente,
productos de la reaccién y las aldosas (desoxialdosa) que no reaccionaron
(reactivo en exceso) fueron identificados comparando contra testigos

apropiados.

A modo de ejemplo se presentan en la tabla 4 los desplazamientos en
BC-RMN obtenidos para el sistema 2dRib-Cr"" y las asignaciones
correspondientes a cada sefial.

Las abreviaturas empleadas en la tabla son las siguientes:
a fur.: 2-desoxi-a-D-ribofuranosa

o pir.: 2-desoxi-a-D-ribopiranosa

B fur.: 2-desoxi-B-D-ribofuranosa

B pir.: 2-desoxi-B-D-ribopiranosa

2dRiba.: acido-2-desoxi-D-ribénico

2dRiblac.: D-ribono-1,4-lactona
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d).- Cromo™.

Se realizé la sintesis del complejo D-ribonato de Cr'™ con el fin de
dilucidar la posible estructura del producto final de la reaccion en las

condiciones de trabajo:

Analisis elemental:
Composicion: [(C5H70¢) Cr (HyO))]

%C %H % Cr
Experimental [24.60 4.39 19.97
Calculado 23 .90 4 41 -20.70

Curvas termogravimétricas

Del analisis termogravimétrico ( figura 8), podemos apreciar:

e hasta los 240°C sdlo se desprende agua, esta pérdida de peso de 0.74 mg
(14%) de los 5.181 mg iniciales corresponde a la pérdida de peso tedrica
de dos moléculas de agua por mol de complejo.

e Por las graficas de Gram-Schmidt se observa que los productos gaseosos
de descomposicion térmica (o pirolisis) son CO, (producto mayoritario),

CO y H,0.
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Figura 8 (a) : Curva termogravimétrica del complejo Riba-Cr™,
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Figura 8 (b) : Graficas de Gram-Schmidt del complejo Riba-Cr™.
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Anadlisis infrarrojo

El espectro del complejo se realizé en la region 4000- 400 cm” y su
interpretacion se basé en comparacion con el espectro del ligando libre.
Del analisis de los espectros infrarrojos de las figuras 9 y 10, se
realizaron las siguientes asignaciones:

e las bandas anchas e intensas observadas en la regién 3100-3500
cm’ en se asigna a los enlaces H de los grupos OH y H,O ™,

e en la region 2800-3000 cm™” se presentan las vibraciones de
estiramiento de los enlaces CH y CH, tanto en la lactona, como en
el complejo

e en el espectro del ligando libre, a 1774 cm” se observan la sefial
del grupo carbonilo, mientras que en el complejo esta banda
desaparece, observandose dos sefiales a 1372 y 1626 cm’ siendo
asignadas a las vibraciones de estiramiento OCO™ simétrico y’
antisimétrico, respectivamente’”.

e la sefial a 537 cm™ puede asignarse a la union M-OH y M-OR.

La diferencia entre las frecuencias simétrica y antisimétrica del orden

de 200 cm™ indicaria que el Cr" se coordina con el grupo carboxilato,

actuando éste como monodentado y con grupos alcoholato o alcéxido.
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Susceptibilidad magnética

Se realizaron medidas de susceptibilidad magnética en un rango de

temperatura entre 77 y 290 K, obteniéndose los siguientes valores:

T (K) y . 10° (emu)
77.82 4.414
85.09 4.301
89.72 4.159
94.87 4.017
99.57 3.895
109.93 3.665
120.14 3.477
129.99 3.282
139.98 3.114
150.19 2.976
159.89 2.828
170.03 2.700
180.17 2.582
190.02 2.475
200.01 2.374
210.29 2.289
219.99 2.198
229.99 2.129
240.12 2.051
249.97 1.984
260.26 1.913
270.25 1.854
280.24 1.796
290.09 1.745
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El comportamiento de la susceptibilidad magnética (x) vs. la
temperatura (T), pudo describirse con la ecuacion correspondiente a la ley

de Curie-Weiss:

Siendo:

0 = Constante de Weiss, que considera las interaccionse interidnicas o
intermoleculares.

6>0  comportamiento ferromagnético

0 <0  comportamiento antiferromagnético
La susceptibilidad magnética, ¥, es una propiedad macroscépica. Por

ello, para los complejos de metales de transicion es comun emplear el

momento magnético efectivo, Ls, que se calcula a partir del valor de la y:

Hy=2828\Ty

En nuestro estudio, la representacion de , ! vs. T(K) dio lugar a una
recta con pendiente positiva, como puede observarse en la siguiente figura, ,

de donde extraemos los valores de 0 y de pesr:

6=-55K pug=3.49 MB
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El Cr™ tiene configuraciéon 3d’ , por lo tanto para un valor de S = 3/2

corresponde, un valor de momento magnético debido sélo a espin (ps) =

3.87MB:

H,=gys(s+1)

donde: g= g del electén libre= 2.0023 MB

Dado que el valor obtenido de per = 3.49 MB es similar al momento
magnético debido sélo al momento de espin (us), el estado fundamental es
*Ang ( t2g3) en un entorno octaédrico, y el complejo no presenta acoplamiento
espin-Orbita.

Dado que el valor experimental de la constante 8 es -55 K, podemos
decir que existe acoplamiento antiferromagnético entre las moléculas del

complejo.
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Espectroscopia UV- Visible

Los espectros del complejo en distintas condiciones de acidez,
muestran dos maximos cuyas longitudes de onda se detallan en la siguiente

tabla:

Acidez Amax 1 (nmM) |Apgx 2 (nm)
p[H]= 8.4 426 585
p[H]= 6,7 425 582
p[H]=4,0 425 578
p[H]=3,0 424 577
p[H]=2,0 424 577
[H1=01M 421 576
[H']=0.25M 421 576
[H]=05M 421 576
H]=1.0M 421 576

Del analisis de la figura 12 podemos deducir que el complejo ribonato
de Cr'™ es estable en el rango de acidez empleado en las medidas cinéticas

(0.1- 1 M de HCIOy).
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Figura 11 : Espectros uv-visible del complejo Riba-Cr"

(a) rango de p[H] 2-8.4 (b) Acidez 0.1-1M de HC1O,4
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A fin de determinar cudl es la clase de ligando que quedaria
coordinado a la esfera de coordinacion primaria del ion Cr™, en el sistema
Rib/Cr"! al finalizar la reacci6n, se realizaron los espectros uv-visible de las
siguientes soluciones:

1- [Cr(H,0)]** 0.018 M

2- [Cr(H20)6]’* 0.018 M + Rib(6) 0.4 M

3- [Cr(H,0)s]*" 0.018 M + Riba(15) 0.4 M

4- Complejo Ribonato de Cr™ 0.004 M .

5- Mezcla de reaccion Cr*' 0.018 M + Rib(6) 0.4 M, a t,.

Todas las soluciones se prepararon en medio HC1Q, 0.5 M

Muestra A(nm) eM'cm’
M A2 €1 €2
1 576 412 15.5 18
-------- 2 |7 576 T a0 T2 T s AT
-------- 3| 576|408 [T TS
-------- A 77 T Y TR Y S Y
-------- (R 7 S BV R TR N B T I

La figura 12 nos muestra los espectros UV-Vis en el rango de 200 a
800 nm para las distintas soluciones propuestas anteriormente. A partir de la
misma, podemos deducir que la mezcla de reaccién a t,, presenta las mismas
caracteristicas que el espectro Nro.l1 correspondiente al hexaacuocromo

(II0).
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Figura 12 : Espectros uv-visible a [HCIO,4 |=0.5 M.
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3.1.2.- Mediciones cinéticas

Para ambos sustratos, las mediciones cinéticas fueron realizadas
evaluando el consumo de Cr"' a 350 nm hasta haber superado mas de tres
tiempos de vida media. La condicion de trabajo fue emplear la técnica de
aislamiento comunmente conocida como condicién de pseudo orden n, la
cual consiste en emplear un exceso de agente reductor o de agente oxidante.
En nuestro estudio se debid trabajar en exceso de sustrato organico dado
que el producto de reaccion es capaz de reaccionar con el agente oxidante:
Cr¥" en medio 4cido.

Previo al estudio cinético, se constaté que en el rango de acidez
empleado en el estudio, el agente oxidante Cr*' cumplia con la Ley de Beer.
(Tabla 2, figura 1)

Al realizar los espectros secuenciales, en el rango de concentraciones
de acido HCIO,4 empleadas en las medidas cinéticas y a concentraciones de
Cr™ 10 veces mayores a las empleadas en dicha técnica, se observé un
méximo de absorbancia a 350 nm y un hombro a 420-500 nm (figura 13).
Se trabaj6 a esas concentraciones de Cr'' debido al bajo coeficiente de
extincién molar de los productos de Cr™ al final de la reaccion.

Como se desprende de la figura anterior, a medida que avanza la
reaccion se produce una disminucioén de la absorbancia del hombro a 412
nm y un aumento a 576 y 412 nm (concuerda con los maximos de
absorbancia de las dos bandas d-d del [Cr(H,0)s]*"). Ademas, se observa la
apariciéon de un punto isosbéstico a 525 nm, hecho que se discute mas

adelante en el texto.
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Figura 13 : Espectros uv-visible de la mezcla de reaccién Rib-Cr"! a
distintos tiempos.
[HCIO4]= 0.25 M, I= IM. T=25°C. [Rib]=0.2M. [Cr"]=8.10°M
Los espectros representan las mediciones realizadas en un periodo de 110

min.

Para ambos sustratos, al seguir la disminucién de la absorbancia a
350 nm en funcién del tiempo, observamos una desviaciéon inicial del
decaimiento de primer orden, que s6lo se manifiesta en un intervalo de
tiempo muy pequefio (figuras 14 y15).

Las especies complejas de Cr” presentan un valor de absorbancia a

350 nm que puede superponerse a la de Cr"! presentando un valor de ¢
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semejante al de Cr"’, cominmente observado en las oxidaciones croémicas®.
No tener en cuenta esta interferencia puede conllevar a una interpretacion
errtbnea de los valores de decaimiento espectrofotométrico de la
absorbancia®'. Sin embargo, si el Cr" reacciona mas rapido que Cr” y se
presenta en muy baja concentracion en el medio de reaccion, los cambios
en los valores de absorbancia a 350 nm esencialmente reflejan los cambios
en la concentracién de Cr"" ®!. Entonces, se puede calcular el valor de 1la
constante de velocidad de pseudo-primer-orden, kops a partir de la pendiente

de la parte recta de las curvas de In(Abs) vs tiempo.

Para poder decidir si se cumple lo manifestado anteriormente es
necesario recurrir a un técnica independiente que permita evaluar la
velocidad de aparicion y decaimiento de Cr', siendo apropiada la
espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica (RPE) dado que
permite seguir el Cr", sin interferencia de Cr"’ (diamagnético). Para ello, se
sigui6 la altura pico a pico de la primer derivada de la sefial de RPE, en
funcion del tiempo.

Se ejemplifica para el sistema Rib(6) / Cr' en las siguientes
condiciones: [H'] = 0.15 M, [Rib] = 0.375 M y [Cr"], = 0.0375 M, a

temperatura ambiente
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Figura 14 : Dependencia del In(At-Ainf) con el tiempo en la oxidacién
cromica de Rib(6).
[HCIO4]= 0.75 M, I= IM. T=33°C. [Rib]= 0.08 M. [Cr"']-8.10* M
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A A)

Figura 15 : Dependencia del In(At-Ainf) con el tiempo en la oxidacién
créomica de 2dRib(13).
[HCIO4]=0.75 M, I= IM. T= 33°C. [2dRib}= 0.08 M. [Cr'|=8.10*M
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La fig. 16 corresponde a la curva obtenida para la sefial pico a pico de
RPE de Cr¥ vs el tiempo. Los valores de la constante de velocidad para la
desaparicion de Cr™* (ke) y Cr"¥ (ks), respectivamente, pueden ser calculados

mediante la ecuacion®®®>:

h = Akg(exp(-kst)-exp(-2kst))/(2ks-ks)  (13)

la cual presenta un muy buen ajuste con la curva experimental
correspondiente al crecimiento y decaimiento de la sefial del intermediario
de Cr¥ ( fig. 16).
Para las condiciones ya descriptas, se obtuvieron los siguientes valores:
ke=1.35x10"s" ks=1.57x107%s"

Tiax = 4.4 min.

Con el fin de verificar si las asignacién del valor de las constantes de

velocidad informada en el parrafo anterior era correcto, se evalud
espectrofotométricamente el valor de kavs (2ks) a 25°C bajo las mismas
condiciones empleadas en las experiencias de RPE, obteniéndose el mismo
valor.

Por lo tanto, el hecho de que ks sea 116 veces mayor que kg justifica
nuestra presuncion inicial que los cambios de absorbancia evaluados a

350 nm corresponden a cambios en la concentracion de cr'’,

Otra forma de verificar las condiciones anteriores, es que el tiempo de
concentracion maxima de Cr¥ (Tuax) debe ser muy pequefio comparado con
el tiempo necesario para que se complete la reaccion. Se requirieron 12

horas para lograr una completa reduccion del Cr'a Cr™.
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Tiempo de reduccién de Cr*' a Cr'™ = 12 horas

Tiempo maximo de formacién de Cr¥ = 4.4 min.

9

—
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Figura 16: Altura pico- pico de la seiial de RPE de Cr" vs. tiempo.
[H']=0.15M, [Rib] =0.375M, [Cr"]p=0.0375 M, I= 1 M, T:25°C.

Tmax= 4.4 min.

Por otra parte, las determinaciones cinéticas llevadas a cabo
evaluando la formaciéon de Cr™ a 570 nm indicaron que la velocidad de
formacion de Cr'™ es igual a la velocidad de decaimiento de Cr"’. Esto es
consistente con la observacion de un punto isosbéstico a 525 nm (fig. 13) e
implica una baja [Cr'] a lo largo del rango de acidez seleccionado en el

presente trabajo.

De lo visto anteriormente, podemos concluir que, efectivamente se
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puede calcular el valor de la constante de velocidad de pseudo-primer-
orden, ks a partir de la pendiente de la parte recta de las curvas de In(Abs)

vs tiempo; dado que el Cr¥ decae mas rapido que el agente oxidante Cr"".

Para_el_sistema_Rib(6)-Cr'": los graficos de ks vs [Rib] (fig. 17)

ajustaron con ecuaciones lineales a partir de las cuales se determinaron los
valores de k.

kobs= k[Rib]

La Tabla 5 resume los valores de kgs y de k para varias

concentraciones de Rib(6), a concentraciones fijas de HCIO;.

10* kp* (s para [HCIO,/ M de

[Rib/'M 010 025 050 060 075 0.90 1.00
0.02 - 135 38 533 7.80 10.1 14.1
0.04 - 2.31 7.49 10.6 13.5 192 242
0.08 1.02 412 137 202 282 399 473
0.12 142 5.61 200 251 406 526 721
0.14 1.55 635 2377 31.7 49.1 686 853
0.16 1.75 663 264 362 526 698 922

10° kM’ s 1.13 45 168 223 340 459 594
* Constantes de velocidad obtenidas por miltiples determinaciones

Tabla 5. Valores observados de la constante de velocidad de pseudo-
primer orden (ko) y k a diferentes concentraciones de HC1O, y Rib(6).
T=33°C; [Cr']e=8x 10" M; I =1.00 M
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Figura 17: Influencia de la concentracién de Rib(6) sobre la ko, a

distintas concentraciones de HCIO,.

[HCIO4J= 0.1-1 M. I= IM. T=33°C. [Rib]= 0.02-0.16 M. [Cr"]o= 8.10*M

En la figura 18 puede observarse la influencia de la acidez sobre la

constante de velocidad, independizada del sustrato orgénico: Rib(6).
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Figura 18 : Influencia de la concentracion de HCIO, sobre la k

[HCIO4]= 0.1-1 M. I= IM.T= 33°C. [Rib]= 0.02-0.16 M. [Cr"],= 8.10* M

kM's!

A partir de estas graficas se puede deducir la dependencia de la
constante k (independizada del efecto de la concentracion de sustrato) con la
concentracion de protones.

k=ky [H']” (7)
siendo el valor de kiy=(5.9+0.1)x 102 M3 s

La ley de velocidad experimental para la oxidacion de Rib(6) por

accién del Cr¥'puede expresarse de la siguiente forma:

-d[Cr¥|/dt = kb [Cr¥] 1 = kg [H']? [Rib] [CrY]1 (8)

[Cr¥' = concentracion total de Cr"
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Para la oxidacidn de 2dRib(13), los graficos de ks vs [2dRib] (fig.

19) dan lineas rectas sin ordenada al origen. A partir de las pendientes de

estas rectas se obtuvieron los valores de k’.

10* kp* (s1) para [HCIO.)/ M de
[2dRibY/M 0.10 0.15 0.25 0.50 0.75 1.00

0.02 - - 0.97 2.87 5.70 9.68
0.04 - 0.74 1.73 5.35 10.1 16.7
0.08 0.78 1.51 3.48 10.5 20.5 33.7
0.12 1.05 2.05 4.84 14.3 30.5 50.3
0.16 1.32 2.65 6.79 214 40.7 69.3

1°k/M'sT 086 166 420 129 255 427
* Constantes de velocidad obtenidas por multiples determinaciones

Tabla 6. Valores observados de la constante de velocidad de pseudo-
primer orden (k,,) y de k’ a diferentes concentraciones de HCIO, y

2dRib(13). T =33°C; [Cr¥"]¢=8 x 10 M; I = 1.00 M

La representacion de k’vs. [H'}? (fig. 20) dio lugar a una grafica que
s¢ ajusta a una ecuacion lineal con ordenada al origen positiva, indicando
que la constante de velocidad independizada de sustrato puede expresarse

con un término dependiente y otro independiente de la acidez:

K'=ky+ kg’ [H']* (9)
ko=(13+05)x10"°M"s"yky’ =42+ 0.1)x 102 M3 s
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La ley de velocidad experimental para la oxidacién de 2dRib(13)

por accién del Cr"" en medio acido esta dada por

d[CrY]/dt = ko’ [CrY"]r = (ko + ke’ [H'?) [2dRib] [Cr¥Yr  (10)

Las leyes de velocidad experimental para la oxidacion de Rib(6) y
2dRib(13) por Cr"" difieren en un término independiente de [H'] para el
caso de oxidacion de 2dRib(13).

-d[CrY]/dt = Kops [CrY]1 = kg [H']? [Rib] [CrVY]¢ )
d[Cr¥/dt = ko’ [Cr¥]7 = (ko + ke’ [H']?) [2dRib] [Cr¥Yr (10)

Estos dos términos en la ley de velocidad para la oxidacion de
2dRib(13) (ec.10) indican la existencia de por lo menos dos estados de
transicion, que difieren en su composicion quimica. Ademds, como ambas
constantes son de Ordenes similares, se concluye que no deben diferir
demasiado en sus valores de energia potencial, porque si no la reaccion
ocurriria esencialmente por uno de los dos caminos. Por lo tanto, ambos
intermediarios se verian involucrados en el proceso de reduccién del agente

oxidante: Cr™! .
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[2dRib] (M

Figura 19 : Influencia de la concentracién de 2dRib(13) sobre la kg, a
distintas concentraciones de HCIO,.

[HC1O,}= 0.1-1 M. I= IM. T=33°C. [2dRib]= 0.02-0.16 M. [Cr""]p=8.10* M
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Figura 20 : Dependencia de k’ con la acidez del medio de reaccion.

[HCIO4]=0.1-1 M. I= IM. T=33°C. [2dRib]= 0.02-0.16 M. [Cr""];=8.10* M
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La oxidaciéon de 2dRib(13) por Cr"! se produce a través de dos pasos
lentos paralelos de reaccion que originarian los productos de reaccion.

En el caso de Rib(6), la reaccion redox ocurre a través de un estado
de transicion dando lugar a los productos de reaccion en una etapa con
catalisis acida; lo cual permitiria explicar por qué a p[H] mayores la
oxidacién de 2dRib(13) se lleva a cabo mas rapidamente que para Rib(6).

Para ambos azucares, en el rango de concentraciones de sustrato
utilizado, solo se observé una dependencia con el sustrato de primer orden
siendo los tmicos productos detectados los 4cidos aldénicos: Riba(15) (6
2dRiba(17)).

Teniendo en cuenta todos los datos experimentales precedentes se
propone para la oxidacion de Rib(6) por accion del Cr"! en medio 4cido el

siguiente mecanismo de reaccion :

K, Ky, Hf ko, HY
A AH —»

Rib + CV CrV+ Riba

A”=[(RibH.;)CrO,(H,0)OH]

En el rango de [H'] estudiado, el Cr"! existe mayoritariamente como
HCrO4 8. Por ello, el primer paso en el mecanismo propuesto en el
esquema mecanistico puede interpretarse como la formacion de un
monoquelato con el ligando polidentado: Rib(6) coordinado al centro
metalico: Cr™! a través de los atomos de oxigeno del C1 y C2 para dar la
especie anidnica A". Dado que seria posible la formacion de varios is6meros

via algin grupo hidroxilo con la disposicion espacial adecuada en el ligando
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y teniendo en cuenta que ei unico producto de reaccion en las condiciones
de la cinética (exceso de sustrato organico) es el acido aldonico: Riba(15),
proponemos el complejo constituido por la union del hidroxilo anomérico al
Cr¥! como precursor del paso lento redox. La forma monoprotonada de este
intermediario (AH) daria los productos redox en una etapa catalizada por

acido.

La Ley de Velocidad Teérica derivada para este mecanismo
corresponde a:
-d[CrY)/dt = kK K, [H'] [Rib] [CrY'] (11)
kKK, = ky de 1a ley de velocidad experimental.

Un mecanismo alternativo puede involucrar la formacion de un
intermediario bis-quelato Cr'LRib,, donde solo una de las dos moléculas de
Rib(6) involucrada en la formacion del complejo de Cr"' es oxidada a

Riba(15) a través de una etapa redox intramolecular de dos electrones.

Para la oxidacién de la 2dRib(13) por Cr"! se propone el siguiente

mecanismo:

K
2dRib + CrVI 4 B- —2» CrV+2dRba

Ky || H

BH

B = [(2dRibH.;)CrO;(H;O)(OH),|
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El primer paso corresponde a la formacién de un complejo binario
1:1 2dRib-Cr"", con 2dRib(13) actuando como ligando monodentado unido
a Cr"! por el grupo hidroxilo anomérico para dar la especie aniénica B". Este
mntermediario puede descomponerse directamente a productos o dar BH.
Este intermediario monoprotonado conduciria a los productos de reaccion

redox a través de un paso catalizado por acido.

La ley de velocidad tebrica derivada para este mecanismo

coresponde a:
-d[Cr')/dt = (k.K, + ko K.K}, [H']?) [2dRib] [CrY] (12)
k.Ka =ko y kKoK, = k" de la ley de velocidad experimental.

Para ambos agentes reductores: Rib(6) o 2dRib(13), posterior a las
etapas lentas, determinantes de la velocidad de reaccién, tendrian lugar las
siguientes reacciones:

aziicar + Cr'¥ — azucar* + Cr'™
aziicar * + Cr'' ——> aziicar acido + Cr”
aziicar + Cr¥ — azicar 4cido + Cr'™

De acuerdo a este esquema, el Cr, formado en el paso determinante
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de la reaccion, reacciona rapidamente con el sustrato para generar la especie
Cr™, que corresponde al estado de oxidacién mas bajo y estable del cromo,
y el radical organico: azicar®. La formacion de este radical aziicar se
comprobd experimentalmente mediante dos técnicas independiente: quimica

analitica clasica: polimerizacion observada después de la adicion de

acrilonitrilo; espectroscpica: adicion de DMPO a la mezcla de reaccion y

deteccion del aducto: DMPO-radical aziicar por resonancia paramagnética
electronica.

Muchas especies radicalarias, son intermediarios de reaccion, siendo,
generalmente, muy reactivas, lo que hace dificultosa su deteccién en la
escala de tiempo del RPE. Al ser el DMPO un compuesto diamagnético, no
presenta sefial en RPE pero, al formarse una especie radicalaria en presencia
de DMPO, ésta es atrapada por este “atrapador de espin”, formando un

aducto radicalario nitroxilo paramagnético, activo en RPE.

+ Re

+
H3C T H3C T R

O = O °
Diamagnético Paramagnético

La sefial observada en el espectro de RPE se desdobla debido a
interacciones superhiperfinas entre el espin nuclear del N y el atomo de H
(B) y el electron desapareado del radical nitroxilo (ay y ag). El nicleo de N
(I=1) desdobla la sefial en tres lineas, y éstas a su vez se desdoblan en dos
por el nucleo del '"H (I=1/2). La constante de acoplamiento hiperfino, a,
depende de la especie radicalaria atrapada por el DMPO. Por ello, la sefial
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del aducto formado por el radical-DMPO observada en RPE puede usarse
para determinar la especie radicalaria formada durante la reaccion de interes.

Un problema se presenta cuando se halla mas de una especie
radicalaria en el medio de reaccién, dado que se hace dificil hallar el valor
exacto de a del espectro de RPE. En estos casos, se utilizan programas de
computacién que simulan los espectros, y se hallan, de esta forma, los
valores de a.

En nuestros sistemaé en estudio, el aducto presentd una sefial a g =
2.003 (fig. 21) con constante de acoplamiento ay = 7.48 x 10* cm?, ay =

3.65x 10* cm™ (x2).

RADICAL
g= 2.003
SERNAL DE Cr(V)
e 19787
g 1.9711
—1 ! [ L l { |
3400 ‘ 3440 3480 ase2

{G]

Figura 21. Espectro de RPE de la mezcla de reaccién con DMPO.
[HCIO,]= 0.1M. T= 25°C. [Rib}= 0.375 M. [Cr""]= 0.0375 M.[DMPO]= 0.09 M

Informamos, de este modo, por primera vez la deteccién por
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RPE de un aducto radicalario DMPO/ radical-azicar en estudios cinéticos
de hidratos de carbono con iones metalicos de transicién o transicion
interna.

La reaccion del radical organico y el Cr¥' da lugar a la formacién de
Cr', el cual posteriormente oxidaria al la aldosa para dar lugar al producto

final de reaccion redox.

Contrariamente a la Rib(6) (aldopentosa) , la curvas cinética de las
aldohexosas: Man(7) y Ram(8) presentan curvas con saturacion, del tipo

4553 Esto significa que estas aldohexosas forman complejos

enzimatico
intermediarios de Cr'' mas “estables”: esteres crémicos con valores de Ky
altos, que pueden ser detectados cinéticamente. A su vez, bajo las mismas
condiciones de reaccion; el parametro cinético (KoxKcomplejacion) para el
término dependiente de [H']* es, al menos, seis veces menor para dichas

aldohexosas que para la aldopentosa: Rib(6) *.

Cuanto mayor es la estabilidad del complejo intermediario de Cr¥,
precursor de las etapas redox, mayor es el valor de la barrera energética que
se debe vencer en el paso lento de transferencia electronica, para que tenga
lugar la reaccion redox. Comparando los parametros cinéticos del término
dependiente de la acidez(koxKcomplejacion) Para Rib(6) y 2dRib(13) puede
observarse que son del mismo orden de magnitud, esto significa que, kox ¥
Keomplejacion S€ compensan mutuamente para dar el mismo valor del producto
Kox Kcomplejacién-

Debe notarse que el paso lento redox, que involucra tanto a los

complejos intermediarios A" o B” (BH), es un paso de dos electrones, y la
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especie final, Cr'™, se formaria a través de

e K eV o

lento Con ks>> kg en las
y K condiciones experimentales
6 AL o o 2, o
lento

Caracterizacién del Intermediario Mutagénico: Cr"’
Con el fin de caracterizar las especies de Cr¥ formadas en las

reacciones de Rib(6) y 2dRib(13) con Cr'L, se utilizo la técnica de RPE.

La reacciéon de Cr"! con un exceso 5-100 veces de Rib(6), se llevo
a cabo en distintas condiciones de acidez, las que dividiremos en (a) rango
de p[H] 4-7 y (b) rango de [H'] = 0.1- 1 M, dado por HCIO;,.

(a) En el rango de p[H] 4-7, a 25°C, se genera un espectro de RPE
dominado por una sefial inica detectable a giw = 1.9787 (fig. 22) con las
cuatro sefiales de >Cr (abundancia 9.55%, 1 = 3/2) hiperfinas separadas
157 x 10* c¢m™. En este rango de p[H], se observo sefial de Cr¥ en
solucion por mas de siete dias.

En estudios previos Lay y col. 62,63.65 yhservaron que el valor de giso Y
de Ay, de sistemas constituidos por Cr¥ y distintos ligandos daba
informacién estructural sobre los complejos formados. El valor de gis
depende solo de la naturaleza y del ntmero de los grupos donores, mientras
que el valor de Ajs brinda informacion a cerca de la naturaleza de los
stomos donores ecuatoriales y de la geometria de coordinacion. En general,
para los complejos oxocoordinados de Cr, se observd que, al comparar

complejos con los mismos ligandos, el valor de gis, €s mayor en los
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complejos pentacoordinados que en los hexacoordinados, mientras que los
valores de Ai,, guardan una relacion inversa: pentacoordinado <
hexacoordinado . De acuerdo con dichos trabajos, la sefial anterior es
tipica de un complejo penta-coordinado de oxocromato(V).

En este rango de pH, al variar la modulacién de amplitud, el
acoplamiento superhiperfino (shf) se resuelve parcialmente lo cual indica
que el espectro global de RPE es el resultado de la contribucion de distintas

especies de Cr".

(b) A [HC1O4] > 0.1 M, la reaccion de Cr"* con exceso de Rib(6) da
lugar a la formacién de dos clases de especies de Cr" de vida relativamente
larga (t > 70 min). La intensidad relativa de las dos sefiales de RPE de Cr",
ag =19787 y g = 1.9711, es dependiente de [H'] (fig. 22), pero es
independiente de la relacion Rib: CrV! empleada (rango 5:1 a 100:1).

El valor de g, es significativamente menor que el observado para los
complejos de oxocromato(V) penta-coordinados. Puesto que el valor de g de
las especies complejas de Cr' depende del nimero de coordinacion®®, la
sefial a g puede asignarse a un complejo de oxocromato(V) hexa-
coordinado®.

Se llevaran a cabo, en el futuro, estudios empleando marcadores
isotpicos en cromo para mejorar la resolucion de este tipo de espectros.

En el rango de acidez: [H'] =0.1-0.15M, 1a especie penta-coordinada
(g1) es la mayoritaria; formandose rapidamente (la concentracion maxima se
obtiene a t<3 min.) con un lento decaimiento posterior. Bajo estas

condiciones, la especie minoritaria siempre decae con el tiempo.
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|H' |=0,5M

—————

(=025 M
' ]=0,15 M
pH=
L 1 . | ] | —_—
3n20 3510 3560 3580 36800

Figura 22: Espectro de RPE (banda X) de la mezcla de reacciéon Rib-
CrV!a distintas [H']. T:25°C.

Modulacién de amplitud: 4 G. Campo central: 3550 G. Frecuencia:
9.85 Ghz.
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En el rango de acidez: [H]=025-10Mla especie hexa-coordinada
(g2) es la mayoritaria. Por ejemplo, a [H'] =1 M, después de 6 min. de
reaccion, la relacion de sefiales gi/g,= 0.07. El complejo de oxocromato(V)
penta-coordinado tiende a formarse para cualquier valor de acidez, mientras
que la especie hexa-coordinada requiere expresamente condiciones acidas.

A cada valor de [H'], las dos sefiales de Cr’ decaen a diferente
velocidad, y dicha velocidad aumenta con el aumento del valor de [H'],
indicando que la oxidacién de las aldosas por accion del Cr' presenta
catalisis acida.

El comportamiento observado parece indicar que ambos complejos
penta y hexa-coordinados se forman independientemente y dan el producto

final, Cr'™, por dos etapas paralelas.

La reaccion de Cr"! con exceso de 2dRib(13), en el rango de p{H]
4-7, a 25°C, produce una unica especie intermediaria de CrY, con giso =
1.9791 y Aio = 16.6 x 10% em™ (fig. 23), caracteristica de un complejo de
oxocromato(V) penta-coordinado (fig 23).

Al disminuir 1a modulacién de amplitud, no se resuelve la sefial; por
ello es probable que la sefial de RPE se deba a una unica especie compleja

de Cr".

Al variar la acidez del medio de reaccion, se observa la aparicion de
mas de una sefial. A p[H] = 2, se forman dos clases de especies de Cr’, con

distinta intensidad: la sefial mayoritaria, con g;= 1.9791 y una sefial
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minoritaria con un valor de g, = 1.9735. Al elevar la acidez del medio de
reaccion: [H'] > 0.1 M, se observa una tercera sefial a gz = 1.9707. El valor
de g;s, de las dos sefiales a campos mayores puede asignarse a complejos de
oxocromato(V) hexa-coordinados®®. La proporcion relativa de las tres

especies depende esencialmente de la acidez.

En el caso de 2drib, para una relacién inicial 2drib:Cr"’ = 10:1, a
diferentes valores de p[H], la experiencia revela que las dos (o tres) sefiales
decaen a velocidades comparables, por lo tanto, estas especies
intermediarias de Cr” se encontrarian en equilibrio rapido comparando con
el tiempo de reduccion a Cr'™. Estas velocidades aumentan al disminuir el
p[H], indicando que la catalisis acida se encuentra presente en este caso. Un

comportamiento similar fue observado para la reaccion de 2dGle (13) y

CI.VI 54
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H']=0,15M

pl=2
pH=4-5
L X 1 1 1 x | 1 |

Figura 23: Espectro de RPE de banda X de la mezcla de reaccién
2dRib-Cr"'a distintas [H']. T:25°C.

Modulacién de amplitud: 8 G. Campo central: 3550 G.
Frecuencia: 9.84 Ghz.
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3.2- Oxidacion de 2-desoxi-D-glucosa (14) por accién del

Cr"! en medio icido.

(H,0H)

3.2.1- Andlisis de los productos de reaccion

Al analizar las mezclas de reaccion a tiempo infinito por
Cromatografia descendente en papel y por ’C- RMN se detectd un tnico
producto reductor identificado como el acido 2-desoxi-D-gluconico

(2dGlca) (16) proveniente de la oxidacion de 2dGlc(14).

(16)

A continuacién se dan las relaciones de frente referidas a 2dGlc(14)

(Rapg) para el sistema Cr'’-S, obtenidas en el analisis cromatografico.
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Muestra sembrada Ropg
HCIO; en acetona | clorh. p-anisidina | AgNO, / OH

2dGlc (ac) 1 1 1

2dGlca (ac) 1 1 1
0.4 0.4
1.2

Mezcla de reaccion a 1 1 1
0.4 0.4
1.2

[2dglc] / [Cr¥"] =5 y [HClO4] = 0.5 M Volumen de siembra: 10
Tiempo de desarrollo: 24 horas T:25° C
Solvente de desarrollo: n-butanol-acido acético-agua (4:1:5, 4:1:1, y 4:3:2,

empleando siempre la capa superior).

Deteccion de CO, obtenido en condiciones de la cinética.

Segiin los resultados obtenidos y descriptos en la parte experimental,
podemos decir que la degradacién de 2dGlc(14) en condiciones de exceso
de sustrato reductor, no produjo desprendimiento de CO, por mol de

sustrato.

cr'’,

La especie final de Cr™ fue observada espectroscopicamente. La fig.
29(b) nos muestra una sefial tipica de RPE (g = 1.9826) obtenida a 100 K, al
finalizar la reacciodn, atribuida a Cr'W.
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3.2.2- Mediciones cinéticas
Oxidacién de 2dGlc(14) por Cr"!
Los estudios cinéticos se llevaron a cabo en forma similar a la
descripta para el estudio de los sistemas Rib/Cr! y 2Rib/Cr'. Las
constantes de velocidad de pseudo-primer orden ks fueron determinadas de

la parte lineal de la grafica de In (Asso) vs. tiempo (fig. 24).

Figura 24 : Dependencia del In(At-Ainf) con el tiempo en la oxidacion
cromica de 2dGlc(14).
[HCIO4]= 0.2 M, I= IM. T= 50°C. [2dGlc]= 0.08 M. [CrV]=8.10" M

Los graficos de Kobs vs [2dGlc] en el rango de acidez estudiado se muestran
en fig. 25.
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De dichos graficos podemos extraer las siguientes observaciones:

La dependencia de la constante de velocidad kqs con [2dGlc] es

lineal, con ordenada al origen positiva (ec.14)

kops= 2 + b[2dGlc]  (14)

Figura 25: Efecto de la [2dGlc] en K.
[HCIO,]= 0.1-1 M, I= IM. T= 50°C. [2dGlc]= 0.02- 0.32 M. [Cr"}=8.10* M
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La ordenada al origen presenta una dependencia con la acidez del
medio, la cual también es lineal (ec. 15)

a=c[H'] (15)
La pendiente b= dkgps/d[2dGlc], varia con [H'] (fig. 26) de acuerdo a

la expresion cuadratica:

b=d + e[H'] + f[H'}* (16)

Q®

Qd5-

Q01+

o y T - | T T ' | g T
Qo 02 04 a6 08 10

[HAO,] M)

Figura 26: Efecto de la [HCIOy] sobre la pendiente b.
[HCIO,]= 0.1-1 M, I= IM. T= 50°C. [2dGlc]= 0.02- 0.32 M. [Cr"]=8.10" M
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Sustituyendo a y b en la ec. 1, se obtiene la ley de velocidad

experimental:

v= d[Cr¥Y}/dt =Kgps[Cr""]={c +(d +e[H'] +{[H']}) [2dGIc]} [Cr""] (17)

Con el fin de minimizar errores, trabajamos con todos los datos
simultaneamente, utilizando un programa de regresién multilineal®, que fue
desarrollado para ajustar una funcién con varias variables. En la practica,
dicho programa nos permite ajustar parametros comunes en una serie de
experimentos realizados bajo distintas condiciones (por ejemplo: acidez o
temperatura).

En principio, para obtener los valores de kqps, trabajamos con [2dGlc]
constante, a [H'] variable 6 viceversa. Los pardmetros obtenidos por este
método fueron empleados como los valores iniciales del ajuste matematico
de kg al utilizar el programa de regresion multilineal. De este modo, este
método de calculo nos permite obtener los valores c—f que fueron utilizados
para calcular los valores de ke, expuestos en la Tabla 7, los cuales
coinciden con los valores experimentales de kos en todo el rango de

concentraciones usado.

c=(5+x1)x10*M's d=3+2)x10* M*s?!
e=(115+13)x 10* M2 f=(402+17) x 10 M35
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La Tabla 7 resume los valores de la constante de pseudo primer orden (Kobs)

para varias concentraciones de 2dGlc(14) y de HCIO; (o).

[HCIO;] / M
0.10 0.20 0.25 0.50 0.75 1.00

[2dGIcIM | ko Kobs | Kealo  Kobs | Keate  Kobs | Kete  Kobs | Keste  Kobs Kaalc Kobs
0.02 - - - - - - 559 633 | 987 1050 1520 1530
0.04 - - 262 243 - - 880 925 (1620 1690 2560 26.10
0.08 193 145 | 429 388 [ 571 6.03 |1520 1530(28.80 27.00| 4640 4650

0.12 266 192 [ 596 518 | 798 837 |21.70 2240|4140 3830 - -
0.16 339 265 | 763 636 | 1020 11.70|28.10 27.40|54.00 5090 | 8790 8750
0.20 412 345 | 930 876 | 1250 15.00 | 3450 3440 66.60 62.30| 109.00 113.00

0.24 485 435 - - 14.80 18.20 - - - - - -

0.32 631 5.63 - - - - - - - - - -

Tabla 7: Constantes de velocidad de pseudo primer orden (Kg:),

calculadas y observadas (10° k / s™7)

De acuerdo a la ley de velocidad obtenida, la oxidacion de 2dGlc(14)

por Cr debiera ocurrir a través de cuatro etapas lentas, paralelas, para dar

los productos finales redox.

El esquema siguiente pone de manifiesto un mecanismo que tiene en

cuenta estas consideraciones y que explica el hecho experimental de que la

velocidad de reaccion redox es extremadamente lenta a valores altos de

p[HI:
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2dGlc+CtYI T—= A2 — > g —> P

1 k2
ko |H ks, H'
ka1
P HB — P
kap, H
P

A* = [(2dGlcH;)0,(H,0)(OH)CrOCrOs}*
B = [(2dGlcH,.);0,(H,0)CrOCrOs}*
P= Cr'™ + 2dGlca(16)

El primer paso en el mecanismo propuesto puede interpretarse como
la formacién de un complejo 1:1, con 2dGlc(14) actuando como ligando
monodentado para unirse al centro metalico: Cr¥! a través del grupo
hidroxilico anomérico, para dar la lugar a la especie anionica A%. Este
mtermediario puede descomponerse directamente a productos a través de un
paso catalizado por 4cido, o dar B*{[Cr,0;H2(2dGlc),}*} en presencia de
una segunda molécula de 2dGlc(14). Este segundo intermediario puede dar

directamente el producto redox o ser previamente mono o di-protonado.

Aplicando estado estacionario a A%, la ley de velocidad teérica

correspondiente a este mecanismo se expresa (ecuacion 18):
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v=— d[gtrvﬂ = kobs[CrVI] =

_ {(ka[HH] +kaike[2dGlc] + katkeke[2dGlc] [H'] + kekskz[dGlc)[H' T )ki[2dGlc] [Cr']}
{k-1 +ka[H'] +k= [2dGlc]}
(18)

Si ky, [2dGlc] >> k., +ky1[H'], 1a ley de velocidad teérica se ajusta a

la experimental (ecuacion 19):

v={(kka/kz) [H'] + kotki[2dQc] +kiknka[2dGc][H] + kekeda[2dGc] [H2}G"]
(19)

Los valores relativos de los pariametros cinéticos indican que la
velocidad de reaccion correspondiente a la ruta catalizada por acido para dar
los productos redox a través de B* es del orden de 40 a 130 veces mas
rapida que la etapa no catalizada por acido, lo cual explica la velocidad de

reaccion tan baja a p[H] neutro.

Otro punto importante en este mecanismo es que los intermediarios
A” 0 B* son especies complejas con interaccién débil entre 2dGle(14) y
Cr¥" | ya que no se observa espectrofotométricamente la formacion del
éster, cuya absorcién se manifestaria a 380 nm*. Esto se explica si el
agente reductor: 2dGlc(14) se une al Cr'! solamente a través del hidroxilo
anomérico, para dar lugar al intermediario de Cr"’, precursor de las etapas

de reaccion redox.

Posteriormente a las etapas lentas pueden seguir las siguientes etapas

de reaccion rapidas (tal como se propuso para Rib(6) y 2dRib(13)):
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2dGlc + Cr"Y — 2dGlc* + '
2dGle* + Cr¥'— 2dGlca + CrY
2dGlc + Cr¥ —— 2dGlca + Cr'™

El Cr'Y formado en los pasos lentos da como producto final Cr'" y el
radical 2dGIc® en pasos rapidos siguientes. La formacion de este radical
azucar se sustenta por la polimerizacion observada después de la adicion de
acrilonitrilo. Ademas, también en este caso, se emple6 DMPO para detectar
la posible formacion de un radical organico intermediario formado durante la
reduccion de Cr"! por 2dGlc(14). La adicion de DMPO a la mezcla de
reaccion durante las mediciones espectroscopicas de RPE, produjo en la
mezcla de reaccion la aparicion de un aducto con sefial a g = 2.003 (valor
tipico de radicales organicos) con constante de acoplamiento ay = 7.48 x 10"

Yem?, ag=3.65x 10* em™ (x2) (fig. 27).

Vi

e .
¥

3400 3440 3480 33520

Figura 27: Espectro de RPE con DMPO.
[HCIO.J= 0.1 M. T= 25°C.[2dGlc]}= 0.375 M. [Cr"']= 0.0375 M. [DMPO]= 0.09 M
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En la grafica se observa que la relacion entre las sefiales DMPO / Cr¥
es mayor para 2dGlc(14), que para Rib(6) y 2dRib(13).
El Cr¥ generado por reaccién rapida del radical sacarido y el CrV

puede oxidar a la 2dGlc (14) como se discutird a continuacion.

Oxidacién de 2dGlc(14) por CrY

La reaccion de K,Cr,O; (0.075 M) con 2dGlc(14) (=0.75 M) en
HClO,, a 25°C, condujo a la formacion de especies complejas de Cr¥ con
tiempos de vida media prolongados.

Los estudios espectroscopicos de RPE en la oxidacion de 2dGlc(14)
con Cr"%, indicaron que se generan por lo menos dos complejos de Cr¥(g; =
1.9781 y g, = 1.9754) con valores de constantes de velocidad semejantes
tanto en lo que se refiere a su formacion como decaimiento (Figura 28).

Valores crecientes en la relacion 2dGlc: Cr'' indicaron que la
intensidad relativa de las dos sefiales de Cr", a g:=1.9781 y 2,=1.9754 (en

todo el rango de acidez estudiado) fue practicamente constante.

Para una relacion [S]/[CrY] = 10:1, la concentracién total de Cr¥
present6 un valor maximo a un tiempo inferior a los 3 min. a cada valor de
p[H], y decayd lentamente con el tiempo.

Al emplear una relacion de [SV[CTY] = 10:1 y p[H]<L.6, no se
detectaron cantidades significativas de Cr"’ después de 24 hs. de iniciada la

reaccion.
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Figura 28: Seiial de RPE (banda X) para la mezcla de reaccién 2dGlec - Cr".
Relacién [2dGlc})/ [Cr'"]=10:1 a) p[H]=4, 12 min. después de la mezcla b) p[H] =7,
4 min después de la mezcla (izquierda), con sus correspondientes espectros
simulados (derecha).

T=25°C. Ganancia: 8.10°. Modulacién de amplitud= 1.6 G. Campo central: 3555
G. Frecuencia: 9.85 Ghz.

-116-



i . o Dl o A

Por otra parte, en el rango de p[H] 3-7, el Cr’ permanece en solucion
después de varios dias. A baja temperatura (100 K), las lineas del espectro
de CrV se ensanchan y colapsan en una Gnica sefial con geometria axial g,=
1.9930 y gj = 2.0042 (fig. 29(a)).

Cuando se trabajo a valores de p[H] superiores a 1,60
(independientemente de la relacion de [2dGlc]:[CrVI]) la sefial Ginica a g =
1.9754 fue reemplazada por dos sefiales agudas parcialmente superpuestas a

g,=19758y g3=1.9752.

La altura pico a pico de la primera derivada de la sefial para una
relacion [2dGlc)/ [Cr¥"): 10/1 graficada en funcion del tiempo a diferentes
valores de p[H] indic6 que las dos (0 tres) sefiales decaen con valores de
velocidad comparables; sin embargo, estos intermediarios de Cr' se
encontrarian en equilibrio rapido comparado con la escala de tiempo de su

subsiguiente reduccion a cr
Si bien todas las sefiales decaen a la misma velocidad a cada p[H],

esta velocidad aumenta con la disminucion del p[H], indicando que la

oxidacion del azicar por Cr" se produciria con catalisis acida.
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Figura 29: Seiial de RPE (banda X) para la mezcla de reacciéon
2dGlc(14) - CrYLRelacion [2dGlc)/ [CrY']=10:1 a) p[H]=7, solucién congelada (T=
100 K) Ganancia: 5.10°. Modulacion de amplitud: 5.05 G. Campo central: 3400 G.

Frecuencia: 9.43 Ghz. b) p[H] = 7, Temperatura ambiente. Ganancia: 2.10*. Modulacién
de amplitud= 6.4 G. Campo central: 3400 G. Frecuencia: 9.42 Ghz.

-118-



Se cuantificé la velocidad de desaparicién del Cr¥ como la altura pico
a pico de la primera derivada de la sefial de RPE, en funcién del tiempo; los
valores de la constante de velocidad para la desaparicion de Cr' (ks) a

cuatro valores de p[H], se muestran en la siguiente tabla:

p[H] | 10%ks (s™)
30 408
4.0 42 .4
52 3.59
6.7 2.78

T=25° C; [2dGlc]=0.75 M. [Cr¥]=0.075 M

Los mismos valores fueron obtenidos usando una ecuacién que tiene
en cuenta el crecimiento y decaimiento de la sefial de Cr".
Experiencias realizadas a [H'] y [Cr'"], constante, presentaron

dependencia de ks de primer orden con respecto a la [2dGlc]:

ks/[2dGlc] = k = f([H']). (20)
En consecuencia, la dependencia con protones puede estimarse del grafico
de ks/[2dGlc] vs. [H'], donde se observa una dependencia con respecto a
[H'] del tipo:

f((H']) = ks/[2dGlc] =k, +k; [H']=2.52x10* + 54.0 [H']. (1)

La ley cinética experimental para la oxidacién de 2dGle(14) por Cr”

puede expresarse de la siguiente forma:
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v=d[Cr¥}/dt = ks [Cr'] = (2.52 x 10+ 54.0 [H'])[2dGIc] [CrY].  (22)

Esto significa que los intermediarios de Cr' que se encuentran en
equilibrio rapido, decaen directamente para generar los productos 6 lo
hacen a través de una etapa catalizada por acido.

Puesto que la altima etapa es mas rapida que la no catalizada, la
oxidacién ocurre principalmente por la etapa catalizada por acido, lo
que explica el hecho de que no podamos observar la seiial de Cr" por
RPE en el rango de protones utilizado en los estudios cinéticos para

determinar la ley de velocidad de crVl.

Otro hecho importante es que la intensidad relativa de las dos
sefiales principales es independiente del valor del p[H]. Al aparecer la tercer
sefial, las areas relativas de las sefiales g;= 1.9781 y g;= 1.9754 mantienen
constante la relacién g/ g = 2.6. De este modo, el equilibrio que
involucra a los protones se encuentra directamente relacionado con la

formacién del complejo minoritario y su forma deprotonada.

;Cuales son las estructuras de estos complejos de Cr'?

Se ha visto que los valores de g de las sefiales de RPE de Cr’ son
dependientes de la coordinacion®. El valor de gi= 1.9781 es tipico de
complejos penta-coordinados de oxocromato(V) % y significativamente
mayor que el valor observado para los complejos oxocromato(V) hexa-
coordinados®’.

El valor de g de los complejos hexa-coordinados de oxocromato(V)

varia entre 1.9702 y 1.9714. En algunos casos, se propone que la sexta
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posicion de coordinacion se encuentra ocupada por una molécula de
solvente: [CrOL,(OH,)], donde L es un ligando alcoxido bidentado. La
relacion agua / L, en la estructura del complejo, parece aumentar con la
habilidad creciente del solvente para actuar como ligando®, en el caso que
el solvente sea el agua. Previamente una sefial a g= 1.9755 fue asignada a
[CrOL(solv)s] %. De este modo, a los tres complejos involucrados en los
equilibrios rapidos, que preceden las etapas redox, se los puede postular de

la siguiente forma:

I [CrOQ2dGlcH.,)(H0).]" gi=1.9781

II [CrO2dGlcH,)(H20);]" g=1.9752

II[CrO(2dGIcH,)(H,0)(OH)]  gz=1.9758
(con 2dGle(14) actuando como ligando bidentado)

Estudios de RPE de sistemas similares han demostrado que en medio
acuoso el cambio de H,O por OH  en el sexto lugar de coordinacion so6lo
cambia el valor de g;s, en 0.0006 unidades®®. Este mismo comportamiento se

observo en nuestro sistema para las sefiales a g, y g3.

La falta de resolucion del acoplamiento superhiperfino de protones,
impide un analisis mas detallado del espectro; este hecho se atribuye a una
rapida torsion del tipo Berry presente en complejos de oxocromato(V)
penta-coordinados, lo cual provoca que todos los protones se manifiesten

como “equivalentes” en la escala de RPE ¥.

Se intentd favorecer la resolucion, registrando espectros en soluciones

congeladas; pero no se pudo lograr resolver el acoplamiento (Fig. 29(a)),
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dado que el mismo es “opacado” por una seiial ancha observada en el

sistema “vitreo” que se obtiene ala temperatura del nitrogeno liquido.

El siguiente esquema, propone un mecanismo de reaccion para la oxidacion
de [2dGlc]/[Cr"], teniendo en cuenta las observaciones experimentales ya

expuestas:

H,O

111

I (1L 1II) T Crlll + dGlca
H+

Crlll + dGlea

I [CrOQ2dGIcH,)(H0)]" I [CrO(2dGIcH )(H,0)5]"
111 [CrO(2dGlcH,)(H,0),(OH)]

Dado que el unico producto de oxidacion es 2dGlca(16), la

transferencia electronica intramolecular debe tener lugar a través de un

complejo en cuya esfera de coordinacion primaria, el ligando reductor se
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coordina con el grupo hidroxilo anomérico.

Se propone que el Cr' generado en las etapas rapidas de reaccion,
reacciona con 2dGlc(14) para dar tres complejos intermediarios de Cr'. En
todos ellos, la relacion Cr¥:2dGlc es 1:1, como se deduce de la ley cinética
de primer orden tanto para Cr', como para 2dGlc(14). Proponemos
que en las tres especies el agente reductor 2dGlc(14) se une al Cr¥ a
través de los grupos hidroxilo de C1-OH y C6-OH, aunque la
coordinacion a través de C3-OH y C1-OH no debe ser desestimada.

Lo importante es que, de acuerdo a los valores de g5, observados,se
deduce que por lo menos, dos grupos alcoxi se encuentran implicados en la
uni6n al Cr'. Dado que el unico producto de reaccion es el acido
aldonico:2dGlca(14), la transferencia electronica debe producirse en el (los)
complejo(s) unido(s) al Cr¥ a través del grupo hidroxilo anomérico. Esto
sugiere que el anémero B de la 2dGlc(14) es la especie reactiva, dado que se
favorece el complejo binario 2dGlc-CrY con el ligando 2dGle(14) actuando
como bidentado, mientras que con el anémero o debe unirse al Cr’ sélo por

el C1-OH.
HOH,>C

HOH,C
HO HO OH

OH
a-2-desoxi-D-glicosa (*C;)  B-2-desoxi-D-glucosa (*C;)
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Los complejos II y III corresponden a las sefiales minoritarias del
espectro RPE y se propone que en el complejo IT una molécula de agua se
posiciona en el sexto modo de coordinacion. Dicho complejo II se
encuentra en equilibrio con su forma deprotonada, observandose esta tiltima

a altos valores de p[H].

A cualquier valor de p[H], se puede observar el decaimiento del
Cr" sélo si la velocidad de formacion de Cr¥ es mis rapida que la de
decaimiento. Esto implica que el paso determinante de la velocidad
debe involucrar la reduccién de Cr¥" a Cr'v y que el Cr¥ se forma en
las siguientes etapas rapidas, como se desprende de los datos de

decaimiento de Cr"".

Otro hecho interesante que se desprende de la discusion anterior es
que, bajo las mismas condiciones experimentales, las aldosas forman
complejos intermediarios de Cr¥ mas “estables” que con 2dGlc(14)".
Esta estabilidad relativa de los complejos de Cr¥ se relaciona con la
presencia de C2-OH en las aldosas que favorece la formacion de especies
con anillos de cinco miembros (Efecto estabilizante quelato). En estudios
previos® se observo que el C6-OH afecta la relacion Kox/K complejacion €11 12
oxidacion de Cr", y las diferencias en RPE de los complejos de Cr¥
formados con Ram (8) y Man (7) se atribuyen a la participacion del C6-OH
en el complejo de Man-Cr” *°. Este resultado experimental sustenta la
hipétesis que el hidroxilo del C6(-CH,OH) en lugar del hidroxilo del C3 de

la cadena polihidroxilada del ligando, es el que se une al Cr".
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3.3- Estudio comparativo de la oxidacion de aldosas por

accion del CrY! en medio 4cido.

En capitulos anteriores hemos dejado establecido los antecedentes
cientificos que se conocen sobre el estudio de la interaccion de hidratos de
carbono no funcionalizados con Cr! en diferentes medios &cidos;
destacando el estudio realizado por nuestro Grupo de Investigacion sobre la
interaccién  entre Cr"' y ciertas aldosas (Man(7) , Rib(6)) .90y
desoxialdosas (2dGlc(14), 2dRib(13), Ram(8)) *>**>*%

Estos estudios proporcionaron una primera informacion sobre las
habilidades relativas de estos monosacaridos para reducir al oxoanion
cromato en medio acido. Comparando estas aldosas con las 2-desoxi-
aldosas relacionadas, se encontré que la ausencia del grupo hidroxilo en el
C2 de la cadena polihidroxilada acelera la reaccion total y a su vez, que los
hidroxilos terminales en las hexosas: (C6-OH) pueden unirse al Cr"* en un
éster intermedio. No obstante, se consideré necesario ampliar el estudio a
otras aldosas y desoxialdosas para ver si estos hallazgos pueden
generalizarse.

En la mayoria de los estudios realizados previamente por otros
autores 4% no se realizaron propuestas mecanisticas y los parametros
cinéticos se refieren a la reaccion redox global, sin discriminacion de la

oxidacién de azacar por Cr"'y Cr”, un hecho muy importante especialmente

cuando las constantes de velocidad de oxidacion de ct v CrY son del

mismo orden de magnitud®' .
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Los estudios experimentales realizados en el presente trabajo de Tesis
se extendieron a un campo mas amplio de aldosas y desoxialdosas, con la
intencion de analizar los factores que influyen en la distinta velocidad de
oxidacién de los agentes oxidantes: Cr'* y Cr', este tltimo generado
durante el curso de la reaccion redox, sobre diversos monosacaridos. Los
estudios cinéticos de transferencia electrénica fueron realizados bajo las
mismas condiciones experimentales;, comparandose las reactividades de los
diferentes hidratos de carbono empleados en el estudio e interpretandose las
diferencias en términos de la capacidad de los ligandos reductores en
complejar a ambos agentes oxidantes: Cr"'y Cr".

Las aldosas elegidas, fueron: Glc(1), Alo (11) y Gal(2),mientras que
las desoxialdosas fueron: 6dGal (Fucosa) (9) y 2,6 dRib (Digitoxosa) (12).

H,OH H,OH HOH
H
k} H; ; ) @0H) k %H ; ) (HOH) }{< Hzl ;; D(H,0H)
O H HO
H OH H OH OH OH

(1) (2) (11)
H3 H3
H
B (H,OH) H (H,0H)
H 0
H  OH HO H
®) (12)
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A diferencia del comportamiento observado para Rib(6),
2dRib(13) y 2dGle(14), discutido en los capitulos precedentes, en la
oxidacién cromica de Gal (2), Alo(11), Glc(1) y 6dGal(9) las curvas de
absorbancia vs tiempo a 350 nm presentaron una disminuciéon de la
absorbancia que no pudo ser tratada como un decaimiento exponencial
simple.

Como expresamos para la oxidacion de Rib(6) y 2dRib(13) por cr”,
las especies complejas de Cr" absorben a 350 nm y dicha absorbancia puede
superponerse a la de Cr", ya que presenta un valor de € semejante al de
Cr'™. Para las aldosas tratadas en este capitulo: Gal (2), Alo(11), Gle(1) y
6dGal(9), el mejor ajuste de las curvas cinéticas se obtuvo suponiendo que
las velocidades de reaccion de Cr"' (ks) y Cr” (ks) eran comparables. Los
datos cinéticos pudieron ser descritos adecuadamente por el conjunto de

reacciones consecutivas de primer orden, segun el siguiente esquema :

ke CceVI ks
S+CM — » P — v —»
_|._
Crill

S = sustrato organico; I° = radical intermediario
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Figura 30: Dependencia de (At-Ainf) con el tiempo en la oxidacién
crémica de aldosas.

[HCIO4= 0.75 M, I= IM. T=33°C. [Ald]= 0.16 M. [Cr"]=8.10"M
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Teniendo en cuenta la superposicion de absorbancia de las especies
de Cr'ly CrV, los valores de absorbancia a 350 nm, durante la reaccion

redox, estan definidos por:

Abs*® =V [CrV] + £¥ [CrY] (23)

Combinando la ecuacién precedente, con la expresion de velocidad

derivada del esquema anterior,resulta:

Abs®*® = Absy e + kg £ [Cr'T]o (€™ - 7**)/(2k¢-ks) 249

En esta ecuacion, €' se refiere a la absortividad molar de Cr' a 350
nm y se asume que es igual que para el complejo [Cr¥(O)(ehba)] * ; dado
que es muy dificil aislar al estado solido los complejos de Cr'-aldosas por
ser extremadamente reactivos.

k¢ y ks se refieren a la velocidad de desaparicion de cr! y Cr',
respectivamente, y fueron evaluados por un programa computarizado de
ajuste no lineal iterativo, que utiliza la ecuacion (24).

Los parametros cinéticos calculados, k¢ y ks, para distintas

concentraciones de aldosas, en HCIO4 0.75 M, se resumen en la Tabla 8.

Los valores de ke y ks fueron reconfirmados evaluando la formacion
de Cr™ a través de mediciones de absorbancia a 570 nm, zona del espectro

electrénico en la que se puede evaluar el aumento en la concentracion de

cr'.
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[azdcar[/M 6dGal(9) Gle(1) Allo(11) Gal(2)

10°k¢ 10°ks 10%°ks 10*ks 10°k¢ 10*ks 10°ke 10*ks

0.02 -- -- -- -- -- -- 23 9.0
0.04 1.00 3.74 1.7 3.6 2.9 55 49 12.5
0.06 -- -- -- -- -- -- 7.5 18
0.08 235 474 31 5.2 5.7 13 9.7 22
0.10 -- -- -- -- -- -- 12 23
0.12 3.12 6.7 4.4 6.6 8.7 17 -- --
0.14 -- -- - -- -- -- 17 28
0.16 3.8 9.2 5.7 8.9 11 18 19 28

0.20 5.17 9.6 7.3 9.6 15 21 -- --

Tabla 8. Constantes de velocidad de pseudo-primer-orden (ks y ke) (s™)
para diferentes concentraciones de monosacaridos.

I=1M. T=33°C. [H]=0.75M. [Cr'"]o=8 x 10™* M.

Los cambios en los valores de absorbancia de Cr™, en funcién del

tiempo, se adecuaron a la siguiente expresion:

Abs™™ = Abs.™™ + Abso,™™® {(ks - ke) €2 - k¢ €**'}/(2ke-ks) (25)

Los valores de ks y ks calculados por esta ecuacién coincidieron con

los valores obtenidos por medicion de la variacion de absorbancia a 350 nm.

La 26drib (12) se comporta de una manera diferente. La

variacion de la absorbancia a 350 nm se pudo describir por un decaimiento
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exponencial simple en el cual kops = 2k , considerando que sélo la mitad del

Cr¥! produce Cr™, a través del intermediario Cr" *!. (Tabla 9)

Esto significa que en este caso, al igual que para Rib(6), 2dRib(13) y
2dGlc(14), ks >> kg y el Cr" no interfiere con la absorbancia debida a
cr't

Esta interpretacion pudo confirmarse mediante el ajuste de los datos

de absorbancia a 570 nm a la ecuacion (26):
Abs™™ = Abs,,”"* (1- €*°™)  (26)

que no considera la intermediacion de Cr¥ (puesto que éste reacciona muy

rapidamente) y son consistentes con la observacion de un punto isosbéstico

a 525 nm bajo las condiciones empleadas para evaluar la formacion de crt

a 570 nm.

[26drib)/ M 10* kops (2ke) (s) a[HCIO4)/M

0.25 0.50 0.60 0.75
0.02 3.21 10.8 14.7 21.8
0.04 6.01 20.8 26.7 40.7
0.06 10.1 35.5 46.2 67.4
0.068 10.5 35.8 48 70
10°k/ M1 s? 1.6 5.1 6.9 10.1

Tabla 9. Constantes de velocidad de pseudo-primer-orden (ko) para
26drib(12) a diferentes concentraciones de HC1O4.
I=1M.T=33°C. [Cr'|y=8x10"M
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Figura 31 : Dependencia de (At-Ainf) y In(At-Ainf) con el tiempo en la
oxidacién crémica de 26drib (12).

[HCIO4]= 0.5 M, I= 1 M. T=33°C. [26drib]= 0.04 M. [Cr"}]=8.10* M

-132-



Efecto oxidante del Cr"".
Para todos los azucares estudiados, en HCIOs 0.75 M, 1la
representacion de los valores de 2ks vs [aldosa] (fig. 32) dieron lugar a
rectas que pasan por el origen, a partir de la cuales se determinaron los

valores de las constantes, independizadas de la concentracion de sustrato y

denominadas: ky, (Tabla 10).

6dGal(9) Gle(1) Allo(11) Gal(2)

103 ky M ! 57! 2.6 3.7 7.2 12

Tabla 10. Constantes de velocidad de segundo orden (k;, )
La ley de velocidad experimental se puede expresar:
-d[CrV")/dt = 2kg [Cr¥Y1 = Kk, [ald][Cr¥YT 27

[CrY]; representa la concentracién de Cr' total.

Teniendo en cuenta la dependencia de primer orden con respecto al
sustrato, y considerando la deteccién por cromatografia en papel y por *C-
RMN del acido aldonico como el nico producto de reaccion en relaciones
[S)/[Cr'"] = 25, se plantea el siguiente mecanismo de reaccion:

K k, [H
ald+Cr"' =—/= A" _[_l CrY + alda

A" = [(aldH.;)CrO,(H,0)OH]
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2020

[Ad M)

Figura 32: Dependencia de 2k¢ con la [Ald].
[HCIO4]= 0.75 M, I= IM. T=33°C. [Ald]=0.02- 02 M. [Cr']=8.10* M
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El primer paso en el mecanismo propuesto puede interpretarse como
la formacién de un monoquelato con la aldosa actuando como ligando
bidentado, unido al Cr"! a través de los 4tomos de oxigeno de los C1 y C2
para dar la especie ani6nica A"

El valor de k, expresado en la ley de velocidad experimental
corresponde al término kK en este mecanismo. Esto significa que la
reactividad relativa de los azicares puede ser interpretada comparando la
velocidad de formacion del éster de Cr"’. Esto implicaria establecer la
hipétesis que la mayor reactividad del éster cromico debe asociarse con un
valor bajo de Constante de estabilidad y por consiguiente, la transferencia

electronica debiera facilitarse en las especies menos estables.

Al igual que para las aldosas tratadas en los capitulos precedentes, se
propone que el complejo unido al Cr"* por el hidroxilo anomérico debe ser el
precursor del paso lento redox (la oxidacién de la aldosa ocurre en esa
posicién). Posteriormente, este éster cromico intermediario conduce a los

productos redox a través de los pasos lentos.

Para 26dRib(12), se estudié la dependencia de ky, con [H']. El grafico
de los valores de ky, ( ver Tabla 9) vs [H']* corresponde a una linea recta
con ordenada al origen positiva (fig. 33); indicando que la constante de
velocidad de segundo-orden puede expresarse con un término independiente

y otro dependiente de la acidez:

kn =K, + k; [H+]? (28)

donde: ko=6.7(2)x 103 M ! 5! k;=1.6(1)x 10" M3 s

-135-



10

10°k/ M5!

0 ' T . T r T r T ' T

[H'?

Figura 33: Dependencia de k, con [H']® en la oxidacién créomica de
26drib(12). T= 33°C.
[HCIO4]= 0.1-0.75 M, I= 1M. [26drib]= 0.02-0.068 M. [Cr"]=8.10* M

Los dos términos en la ley de velocidad experimental precedente son
el resultado de la existencia de por lo menos dos estados de transicién que
difieren en su composicion pero poseen valores similares de energia, a

través de los que puede llevarse a cabo la reduccion de Cr".
La oxidacion de 26dRib(12) por accién del Cr'* debe producirse a

través de dos pasos lentos paralelos que llevan a los productos redox, segiin

lo establece el siguiente esquema.
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K k
2 B- —2 5 CrlV + 26driba

26drib + CrVI

+

K. || H

H+
BH --k—c—’—> CrlV + 26driba

B = [(26dl'in-l)Cl‘Oz(Hz())(OH)z]-

El primer paso del mecanismo propuesto para la oxidaciéon de
26dRib(12) en el esquema precedente corresponde a la formacién de un
complejo binario 1:1 26dRib-Cr¥! B", actuando la 26dRib(12) como ligando
monodentado uniéndose al Cr"' a través del hidroxilo anomérico para dar
lugar a la especie aniénica B". Este intermediario puede descomponerse
directamente a los productos o dar lugar al intermediario HB. Este
intermediario monoprotonado a través de un paso de catalisis acida conduce
a los productos redox .

Al igual que en los otros aziicares estudiados, después de los pasos

lentos, pueden tener lugar las siguientes etapas rapidas:

azucar + Cr'¥ —» azucar” + Cr'™
azicar® + Cr"' —— azicar 4cido + CrV

lenta -
azicar + Cr¥ —— aziicar 4cido + Cr™

El Cr ™V formado en los pasos lentos conduce al estado de oxidacién
estable del cromo: Cr™ y el radical organico. La formacién de estos
radicales orgéanicos se sustenta en la polimerizacién observada después de la

adicion de acrilonitrilo y en la captacion por parte del atrapador de espin
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5,5-dimethyl-1-pyrroline N-6xido (DMPO) como ya lo establecimos en los
estudios de oxidacion de Rib(6) y 2dRib(13) por accion del Cr'™.

Posterior a la adicion de DMPO a la mezcla de reaccion se manifiesta
la sefial de un aducto a un valor de g = 2.003 (fig. 34) con constantes de

acoplamiento ay = 7.48 x 10-4 cm-1,ag=3.65 x 10™* cm™ (x2).

i

' i

| !
"N\/"\\/VW\\/\/\A f\ A

|
j /
ViV A

3400 3440 3480 3520

Figura 34: Espectro de RPE de la mezcla de reaccién con DMPO.
[HCIO4]= 0.1M. T= 25°C. [ald]= 0.375 M. [Cr""}= 0.0375 M. [DMPO]= 0.09 M

El Cr" formado por reaccion rapida del radical y Cr"., oxida al azicar

conduciendo a los productos redox finales .
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Efecto oxidante del Cr".
En HCIO4 0.75 M el efecto de la concentracién de la aldosa sobre el valor

de ks (Tabla 8) puede describirse a través de una expresion del tipo:

ks =k, Kp [ald] /(1 + K [ald])  (29)

Ky: constante de equilibrio de formaci6n del complejo S-Cr¥
ky: constante de velocidad de transferencia electrénica intramolecular en el

complejo S-Cr”

Las graficas de ks vs [ald] (ald = Gal(2), Allo(11), Gle(1), 6dGal(9)), tienen
el tipico aspecto de las curvas cinéticas de saturacion*> (fig. 35).
A partir de estas graficas se determinaron los valores de ky, y Ky, segin

se puede apreciar en la siguiente tabla (Tabla 11).

6dGal(9) Gle(1) Allo(11) Gal(2)
103 ky M1 g7! 2.2 2.0 4.2 4.6
K 4 5 5 11

Tabla 11. Constantes de velocidad de segundo orden ( ky,) y de

formacién de CrY (Kp)

Las saturacion de las curvas indica que el complejo de Cr Vv
intermediario es mas "estable" que el intermediario correspondiente al éster
de Cr'™. Un posible mecanismo que tiene en cuenta estos resultados

cinéticos junto con las evidencias estructurales se discutira mas adelante.
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Figura 35: Dependencia de ks con la [Ald].

[HCIO,4J= 0.75 M, I= IM. T=33°C. [Ald]= 0.02- 0.2 M. [Cr"]=8.10*M
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Estructura de los complejos intermediarios azicar-Cr".

Con el fin de dilucidar la estructura de los complejos azicar-Cr’, se
trabajo en las condiciones descriptas en la parte experimental; esto es,
variando la relacion [S] /[Cr""] o variando la acidez del medio de reaccion.

Los espectros de RPE obtenidos presentaban solapamiento de las
sefiales debido a diferentes especies de Cr", por ello se utilizé un programa
de ajuste por minimos cuadrados (e23new)®, para estimar los parametros
espectrales, especialmente las concentraciones relativas de los complejos.
Una buena correlacion entre los datos experimentales y calculados fue
posible considerando los espectros con formas Lorenzianas. Las
concentraciones iniciales y frecuencias de los picos de los espectros fueron
obtenidas de las segundas derivadas de las sefiales. Las simulaciones no
incluyen contribuciones de los picos menores del acoplamiento hiperfino
del 3Cr.

La composicion de las especies de Cr” en solucién fueron estimadas a
partir de los parametros isotropicos de RPE basados en el método empirico
desarrollado por Lay y col.®® junto con el patrén de acoplamiento
superhiperfino. Basandonos en este criterio, realizamos una estimacién de

las especies complejas de Cr" presentes en la mezcla.

Al trabajar a diferentes relaciones [SV[Cr''], en exceso de

monosacarido del orden de 2 a 100 veces respecto al Cr"’, en el rango de
p[H]= 3-7, a 25°C, los espectros de RPE presentaban una sola seiial
detectable a g5, = 1.979 con las cuatro sefiales hiperfinas débiles de **Cr
(abundancia 9.55%, I = 3/2) espaciadas a 16.4(3) x 10 cm, tipicos de los
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complejos penta- coordinados de oxocromato(V)*>%. En este rango de p[H],
el Cr¥ permaneci6 en solucion por més de siete dias.

Al trabajar en las mismas condiciones anteriores, pero modificando la
amplitud de la modulacién del equipo , las sefiales se angostan y el
acoplamiento superhiperfino (shf) se resuelve parcialmente , como podemos
apreciar, como ejemplo, en el sistema Glc-Cr" (fig. 36 (a) y (b)).

Usando el programa e23new, se encontrd que el espectro de RPE de
Cr' resulta compuesto de varias especies complejas de Cr". El acoplamiento
shf de 'H, junto con los valores de 8iso, S€ utilizaron para determinar la union
de moléculas 1,2-dioxolato de la aldosa al ion metalico central : Cr”*%¢2

Los valores calculados de g, para todas las sefiales de RPE ald-Cr",
se pueden apreciar en la Tabla 12. Dichos valores se encuentran dentro del
rango esperado para los complejos penta-coordinados de oxocromato(V).
La proporcion relativa de cada especie en la mezcla de reaccion depende
del tiempo de reaccion y no de la concentraciéon de acido mineral o la
relacién [azucar]:[Cr"Y].

Esto puede observarse para el sistema: Glc-Cr¥ variando las
condiciones de reaccion:

fig. 36 (b) y (c): a distinto tiempo de reaccion

fig. 37 (a) y (b): a distinta relacién Gle/Cr”

fig. 37(a) y (c): a distinto p[H']

En el rango de p[H] = 3-7, a 25°C, el espectro de RPE para el sistema
Gle-Cr¥ (luego que las sefiales fueron individualizadas, ajustando los
espectros por el programa anteriormente citado) pudo simularse
proponiendo la presencia de dos especies complejas de Cr¥ con valores de

g1 = 19789 y g, = 1.9793 respectivamente.
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Figura 36: Espectro de RPE (banda X) para distintas mezclas de
reaccién. T:25°C. [S]=0.375 M, [Cr¥]=0.0375 M
(a) Gle-Cr"', p[H]:5; 5 min. después de mezclar, modulacién de amplitud: 0.4

(b) Gle-Cr"", p[H]:5; 5 min. después de mezclar, modulacién de amplitud: 0.056
(¢) Gle-Cr"", p[H]:5; 1 dia después de mezclar, modulacién de amplitud: 0.056
(d) Gle-Cr"*, p[H]:5; relacion g1/g: 1.2

(¢) Gle-Cr"", p[H]:5; relacién g1/g:03

(f) 26dRib-Cr"", p[H]:7; 5 min. después de mezclar.
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Figura 37: Espectro de RPE (banda X) para distintas mezclas de

reaccion. T:25°C.

(a) Glce-Cr"", p[H]:5; 5 dias después de mezclar, [S]=0.375 M, [Cr"']=0.0375 M
(b) Gle-Cr"", p[H]:5; 5 dias después de mezclar, [S]=0.375 M, [Cr'']=0.00375 M
(¢) Gle-Cr"', p[H]:7; 5 dias después de mezclar, [S]=0.375 M, [Cr'']=0.0375 M
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Azucar pH g (m) 10* ag (em™)
Gle(1) 3.7 1.9793 (c) 0.94
1.9789 (1) 0.92
Man(7) 3 1.9791 () 0.92
1.9795 (c) 0.93
5-7 1.9791 (t) 0.92
26dRib(12) 3 1.9789 (1) 0.92
1.9794 (c) 0.93
7 1.9789 (1) 0.92
Gal(2) 3 1.9789 (c) 0.92
1.9796 (q) 0.93
5-7 1.9789 (¢) 0.92
1.9785 (q) 0.94
6dGal(9) 3-7 1.9785 (1) 0.92
1.9786 (q) 1.19
1.9794 (1) 0.92
Allo(11) 3-7 1.9785 (t) 0.92
1.9787 (@) 1.19
1.9794 (1) 0.92

t = triplete; ¢ = cuarteto; q = quinteto

Tabla 12. Parametros del espectro de RPE de Cr".

[S]=0.375 M, [Cr¥]=0.0375 M



En la tabla 12 podemos observar los valores resultantes del mejor
ajuste de los espectros de RPE. Los valores del g5, obtenidos para las dos
sefiales son los esperados para los complejos penta coordinados de
oxocromato(V); mientras que los diferentes modelos de acoplamiento
superhiperfino (shf) implican isémeros de union®®. El acoplamiento shf de la
sefial a g; proviene del acoplamiento de dos protones equivalentes y puede
atribuirse a un complejo de Cr” con una molécula del Glc(1) que actia como
ligando bidentado en una de las unidades 1,2-diolato (este modo de

coordinacién puede manifestarse de distintas formas).

El acoplamiento shf de la sefial a g, puede atribuirse a dos modos de
unién diferentes de las dos moléculas del ligando, coordinadas al Cr" via los
sitios donores: 1,2-diolato (Glc(1)) y un a-hidroxocarboxilato (Glca)(17),

respectivamente.

La intensidad relativa de los picos varia con el tiempo, y, para
cualquier valor de p[H], hay momentos en el que los espectros pueden llegar
a superponerse, como puede observarse en las figuras 36 (d) y 36 (e). Los
espectros simulados corresponden a la misma mezcla de reaccion, pero con

distintas relaciones de g;:g,: relacion 6:5 (fig. 36 (d)) y 3:10 (fig. 36(e)).

-146-



En los casos de Man(7) y 26dRib(12), , se observé un cuarteto y un
triplete a p[H] = 3 (Tabla 12), mientras que a valores mas altos de p[H]
entre 5,0 -7,0 sélo se observd el triplete (fig. 36 (f)).

A continuacién se propone un mecanismo para las aldosas: Gle(1),
Man(7), 26dRib(12); que tiene en cuenta la evidencia estructural de los

complejos intermediatios de Cr" junto con los resultados cinéticos:

Cr+ald* —— [CrY(OXalda)]* —jg—'—» [CVO)aldyalda)) 2., ™ +2 alda
I

@‘, [CVOxad] +ada -T2 oy ada

I

Aldosas = Glc(1), Man(7), 26dRib(12);
Alda = Glca(17), Mana(22), 26dRiba(23)

a7 (22) (23)

Para Man(7) y 26dRib(12), a p[H]> 5, la etapa redox se manifiesta a
través de un complejo de tipo II.

El Cr¥ se genera por reaccion del radical organico y Cr'’. Ademas de
acuerdo a los datos cinéticos,se infiere que se forma un complejo

intermediario de Cr" bastante estable antes de la reaccion redox. Por ende,
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la transferencia intramolecular electronica tiene lugar dentro de los
complejos I y Il y la formacion de estos complejos requiere una molécula
del aldosa adicional, como se dedujo de los datos cinéticos obtenidos de las

mediciones espectrofotométricas.

Para el sistema Gal(2)/Cr"’, en el rango de p[H]= 3-7, los espectros
presentan un predominio de un cuarteto a 1.9789. El valor de g, y el patrén
de acoplamiento superhiperfino indicarian que el grupo CrO** se coordinaria
con dos moléculas del ligando, una de Gal(2) y la otra atribuible a Gala(21)
a través de los sitios donores 1,2-diolato y a-hidroxocarboxilato
(considerando que el 4cido aldénico es una muy buena base de Lewis yesel
producto principal de la reaccion redox).

En el rango de p[H]= 5-7, la sefial de menor intensidad (g;s, = 1.9785)
puede atribuirse al isomero con los ligandos Gal(2) y Gala(21) coordinados
al Cr” via una estructura 1,2-diolato, mientras que a p[H] = 3 el quinteto
(8iso = 1.9796) puede asignarse al [CrY(O)(ald),] (Fig. 38).

21

Las figuras 38 (a y b) nos muestran los espectros de una mezcla de
reaccion a p[H]= 3 a dos tiempos de reaccion diferentes.
Las figuras 38 (c y d) corresponden al espectro de la mezcla de reaccién a

p[H]=7 y su espectro simulado.
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Figura 38: Espectro de RPE (banda X). T:25°C. [S]=0.375 M, [Cr"]=0.0375M
Mezcla de reaccién Gal(2)- Cr".

(a) p[H]:3; S min. después de mezclar. (b) p[H]:3; 1 dia después de mezclar.

(c) p[H]:7. (d) espectro simulado para g, / g,: 5§

(e) Espectro de RPE de banda X para la mezcla de reaccion 6dGal- Cr'’. 5 min.

después de mezclar.
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Un resumen mecanistico que involucra a las especies presentes en el

sistema Gal/Cr" a diferentes valores de p[H] se indica a continuacion.

(2) p[H] =3
o + gl [cr"<o><ga1a)]+§> [ OXgalXgala)=E= [Cr(OXeal] + gala
| m

(b) p[H] = 5-7

G +gal —> [CrV(O)(gala)T% [Cr' (OXgalXgala)}== [Cr (O)gal)gala)]
I v

(c) Modos de coordinacion para los complejos I, IIT y IV para Gal(2) y
Gala (21)
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A distintos valores de p[H], los complejos: I (III 6 IV) dan lugar al

ion Cr'y Gala como productos finales de reaccion redox.

Las aldesas 6dGal(9) y Alo(11) presentaron comportamiento similar,
generando con el ion Cr¥ tres complejos intermediarios caracterizados por
dos tripletes y un quinteto en el espectro de RPE, en el rango de p[H]= 3-7.
Los datos se pueden apreciar en la Tabla 12 y el espectro registrado para
6dGal(9) en la figura 38 (e).Los complejos de Cr¥ involucrados en el

proceso redox pueden resumirse en el siguiente esquema:

ald

cr’ +ald —» [CrO)ald)] [Cr¥(O)(ald),]
I ‘ IIT
-H'
[Cr’ (O)(ald)]

\Y
Aldosas = 6dGal(9), Alo(11)
La aldosa actuaria a través de una unién 1,2-diolato en los

monoquelatos de oxocromato(V) penta coordinados (I y V) y bisquelato

(II0).

A [HCIO4] = 0.1 M, la reaccién de Cr"! con exceso de aldosa da
lugar a la formacién de tres o cuatro tipos de especies de Cr' de vida
relativamente larga. La intensidad relativa de la sefial de RPE de Cr’
depende de la acidez del medio, pero es independiente de la relacion

[ald]:[Cr""] empleada en este estudio de RPE que abarcé un rango de

relaciones de concentracion desde 2:1 a 100:1(figura 39).
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Figura 39: Espectro de RPE (banda X) de la mezcla de reaccion Gal-

Cr'L, 5 min. después de mezclar. T:25°C. [S]=0.375 M, [Cr"']=0.0375
M

(a) [H']:0.1 M. (b) [H']:0.25 M.
(c) [H']:0.5 M. (d) [H']:0.75 M.
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Los valores de g, son tipicos de complejos pentacoordinados de
oxocromato(V), mientras que los valores de g, g3y g4 estin en el rango
esperado para los complejos hexacoordinados de oxocromato(V)®. Sin

embargo, la falta de un patron resuelto de acoplamiento superhiperfino de

protones: bajo estas condiciones acidas, impide un andlisis mas detallado de

las sefiales mencionadas anteriormente.

La Tabla 13 muestra que para [H'] = 0,1 M, la especie
pentacoordinada (g;) es la mayoritaria, pero cuando se trabaja a una
concentracién de [H'] superior a 0,1 M, comienza a predominar una de las

especies hexacoordinadas (g3).

Como ya se habia observado en los capitulos precedentes, el
complejo pentacoordinado de oxocromato(V) se forma a cualquier valor de

[H'], en_cambio la formacién de las especies hexa-coordinadas se ve

favorecida en condiciones de acidez altas.

En este rango de [H'] y, contrariamente a lo que ocurre a p[H] 3-7, el
decaimiento de las tres o cuatro seiiales se produce esencialmente a la
misma velocidad, significando que la intensidad relativa observada en los
espectros y detallada en la Tabla 13 es dependiente solo de la concentracion
de protones y no depende del tiempo de la reaccion. Asi por ejemplo, el
seguimiento de la altura pico a pico de la primer derivada de la sefial de RPE
en funciéon del tiempo para una relacion inicial [6dGal]:[CrVI] = 10:1, a
[H']=0.15 M, demostré6 que las tres sefiales decaen a velocidades

comparables con un valor de ks = 1.2 x 10* s™-. De esta manera podemos
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afirmar que la relacion de especies: [ hexa / penta-coordinadas] depende de
la acidez del medio; permaneciendo constante durante el curso de la
reaccion; siempre y cuando se disponga de un exceso de protones con
respecto a la concentracion de Cr'" en la mezcla de reaccion. Esto significa
que los intermediarios de Cr¥ se encuentran en equilibrio rapido comparado
con la escala de tiempo de su subsecuente reduccién a Cr™.

Las velocidades de decaimiento de Cr' aumentan cuando se
disminuye el valor del p[H], lo cual indica que la transferencia electrénica
intramolecular de estos complejos esta catalizada por acido. Una conducta
similar se habia observado previamente para la reaccion de 2dGlc(14) y
2dRib(13) con Cr"! 4%

Independientemente de la acidez del medio empleada en este estudio:
el estado de oxidacion final del cromo es el (+ III), caracterizado por una
sefial de RPE ancha, centrada a g ~ 1.98, que se pone de manifiesto en los

ultimos tramos de la reaccion.
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Azucar 21 g2 43 22

Gle(1) 1.9791 1.9742 - 1.9665
[H]

0.10 4.3 1.0 0.2
0.25 14 1.0 0.2
0.50 1.0 1.0 0.2
0.75 0.8 1.0 0.2
Man(7) 1.9791 1.9740 1.9713 1.9660
]

0.10 9.8 1.7 1.0 -
0.25 1.9 0.3 1.0 -
0.50 0.7 0.1 1.0 0.06
0.75 0.4 0.03 1.0 0.04
26dRib(12) 1.9792 1.9738 1.9707 -
[H]

0.10 59 1.6 1.0

0.25 1.4 0.6 1.0

0.50 0.6 0.3 1.0

Gal(2) 1.9789 1.9740 1.9709 1.9655
[H']

0.10 23 14 1.0 --
0.25 33 0.3 1.0 0.15
0.50 1.6 0.05 1.0 0.2
0.75 1.0 -- 1.0 0.2
6dGal(9) 1.9791 1.9740 1.9712 -
[H]

0.10 11 1.0 1.0

0.25 3.0 0.5 1.0

0.50 1.7 0.09 1.0

0.75 0.8 0.06 1.0

Allo(11) 1.9791 1.9744 1.9714 --
[H]

0.10 7.30 0.63 1.0

0.25 1.77 0.17 1.0

0.50 0.98 0.12 1.0

Tabla 13. Intensidades relativas de las sefiales de RPE de Cr" tomadas
cinco minutos despues de preparada la mezcla de reaccion, a distintas

[H]. [S]=0.375M, [Cr']=0.0375M
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De lo anterior, se desprende lo siguiente:

1. Para las aldosas involucradas en este estudio, la funcién
hemiacetalica C1-OH reacciona mas rapidamente que el grupo alcohdlico
primario o cualquiera de los secundarios; lo cual se comprueba
fehacientemente por el hecho de que el acido aldonico y/o su aldonolactona
en equilibrio, son los unicos productos de reaccion. En consecuencia, el
primer paso deberia implicar un quelato de cinco miembros: éster cromico,
involucrando al hidroxilo anomérico en uno de los sitios de coordinacion

(C1-OH).

2. Los azicares estudiados, excepto la 26drib(12), son oxidados por
los agentes oxidantes: Cr"' y Cr' a velocidades comparables cuando se
emplean concentraciones altas de aldosa. Estos resultados demuestran que la
reduccion de Cr"' ocurre simultaneamente con la de Cr', y, por
consiguiente, las absorbancias de ambas especies: Cr’ y Cr'' a 350 nm se
superponen, lo cual debe tenerse en cuenta en el tratamiento matematico de

los resultados cinéticos.

3. La tendencia en la reactividad de las aldosas en estudio, sigue el

siguiente orden :
26dRib(12)> Gal(2)> Man(7)’'> Alo(11)> Gle(1) >> 6dGal(9)

lo cual indicaria que el hidroxilo del C4 en posicion axial en el

estereoisomero Gal(2) acelera la velocidad de reaccion redox. Le sigue la
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el OH axial en C3; teniendo en cuenta que en estas tres aldosas (Gal(2),

Man(7) y Alo(11)) la conformacién para ambos anémeros o y B ' es la

siguiente:
OH,C (o]
HO
HO S HOB)
Gle (1) ‘Cy
OH
C 0 HO B ° tq ?
HO OH HOH)
HO. (HOH) © HO 0 o
OH
Man (7) ‘Cy Alo (11) *C4 Gal 2) ‘C4

Si la reactividad del complejo intermediario se relaciona con la
“inestabilidad” inducida por un sustituyente axial, entonces, por las
velocidades relativas observadas, se deduce que el efecto del C4-OHyyian >
C2-OHgxial > C3-OH i,

La Glc(1), con todos los sustituyentes del anillo en posicion pseudo-
ecuatorial, daria lugar a el quelato mas "estable” lo que provocaria que
dicha aldosa se oxidara mas lentamente que las otras aldohexosas

mencionadas anteriormente.

4. En el caso de 26dRib(12) la ausencia de los sitios de quelacién
HO-C2 y OH-C6, acelera la velocidad de transferencia electronica. Dado

que la formacién del complejo de Cr' implica al acido: 26driba(23)
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actuando como un ligando bidentado (a través del OH B del hdroxiacido)
para generar un anillo de seis miembros en el complejo intermediario,
probablemente por ésto es que los valores relativos k5 >> 2k6 observados
para la oxidacion de este aziicar en medio acido.

Este resultado es coincidente con lo ya observado para las
oxidaciones de 2dGlc(14) y 2dRib(13), donde las velocidades son menores
comparadas con Glc(1) y Rib(6), respectivamente.

5. El monosacarido que dé lugar al quelato aldosa-Cr'! menos
"estable" de acuerdo a la estructura requerida para la tranferencia
intramolecular de hidruro, seria el que presentaria la velocidad redox mas
alta. Sin embargo, contrariamente a lo esperado, la ausencia de los C6-OH
en 6dGal(9) no actia como un factor acelerante, sino que la reaccion ocurre
a menor velocidad. Una explicacién conveniente es que probablemente el
complejo intermediario presenta una conformacion diferente (a) a la que

presenta la aldosa en solucion acuosa (b), como se propone en la figura 40.

H-9 o -0
N\ H--Q 0
o Cr N/
SN %\ ¢
OH OH
o o
(a) (b)

Figura 40: Intermediario quelato con dos conformaciones diferentes del

anillo azucar.

6. Las aldosas empleadas en este estudio estabilizan al agente
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oxidante: Cr’ mediante la formacién de complejos penta y hexa-coordinados
de oxo-cromato(V) cuya existencia dependen de la acidez del medio de
reaccion. A [H']> 0.1 M, se formarian complejos penta y hexacoordinados
en equilibrio rapido, previo a la reacciéon redox intramolecular.

A p[H]> 2, solo se forman las especies de Cr¥ penta-coordinadas lo
cual indicaria que la formacion de las especies hexa-coordinadas requiere
catalisis acida. Las especies de Cr" penta-coordinadas se forman y decaen a
velocidades diferentes. En este rango de p[H], las reacciones
intramoleculares redox son muy lentas y los complejos de Cr¥ permanecen

en solucion desde dias a semanas.

7. En cualquier caso, la reactividad relativa de los monosacaridos
hacia el Cr" es del mismo orden que la observada con respecto al Cr". Esta
conducta refleja que las estructuras de los complejos intermediarios de
cromato formados entre las aldosas y Cr"" deben ser similares a las formadas

con Cr.

8. Comparando la velocidad de oxidacion por accién del Cr¥! de la
Rib(6) con respecto a Alo(11) (aldohexosa que presenta la misma
configuracion en los hidroxilos de los C-2 y C-3); la constante de velocidad
de segundo orden (k, M s7) es seis veces mayor para Rib (6) que para
Alo(11), lo cual indica que las formas furanosa (preponderante en la
Rib(6)) vs piranosa (preponderante en la Alo(11))®® tendrian influencia sobre
su reactividad. El hecho que el anillo furanésico favorezca los procesos de
oxidacion vs los de complejacion puede interpretarse como consecuencia de
la inestabilidad inducida en el quelato por la tension en el anillo furandsico

al formarse el éster cromato. Este efecto se incrementa en las especies
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Cr"/furanosa, respecto a Cr"/furanosa, como se evidencia al comparar ks y
ks. En la oxidacion cromica de aldohexosas (forma preponderante:
piranésica) *® %, ks no es mas de 10 veces mayor que ks, mientras que para

Rib(6) (mayor presencia de forma furanoésica), ks > 100 ke.

La diferencia de reactividad entre Rib(6) y Alo(11), justifica que la

forma furanésica de la Rib(6) sea la especie reactiva.

9. El Cr'™ formado como producto final de reduccion del Cr"” existe,

principalmente, como Cr(H,O)s**(ac).
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CAPITULO 4:

RESUMEN
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La oxidacion de las aldosas y desoxialdosas estudiadas por accion del CcrV
conduce a la formacion del acido aldonico (o su lactona) correspondiente y
Cr** como productos finales de reaccion, cuando se trabaja en exceso de
agente reductor respecto al Cr"* (condiciones de pseudo- orden n).
La reaccion redox se produce simultaneamente a través de dos caminos de
reaccion:

Cr'" »Cr" y " »CrY »Cr
Las leyes de velocidad para las reacciones de oxidacion por accion del

Cr"! se expresan de la siguiente forma:

Rib(6
-d[CrV}/dt = Kgp, [Cr}r = ke [H']? [Rib] [Cr"]r

2dRib(13
d[CrY}/dt = ke’ [Cr¥Y1 = (ko + ke’ [H']) [2dRib] [Cr¥']r

2dGlc(14)
v=d[CrV}/dt =ke,s[CrV]={c +(d +e[H'] +{[H']*) [2dGlc]} [Cr""]
v=- d[Cr'}/dt = k" [Cr'] = (ks+ k; [H'])[2dGlc] [Cr"].

Gle(1), Gal(2). 6dGal(9). Alo(11). 26dRib(12)
-d[Cr¥}/dt = kg [ald][Cr]
-d[CrY]/dt = k;, K, [ald] [Cr"] /(1 + K, [ald])

En el estudio comparativo de aldosas, el orden de reactividad, a 33°C,

fue el siguiente:
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2,6dRib(12) > Gal(2) >Alo(11) > Glue(1) >>6dGal(9).

El radical aldosa- alcéxido intermediario pudo atraparse con DMPO,
detectandose por espectroscopia RPE dando lugar a una sefial multilinea a g

=2.003.

El intermediario paramagnético: Cr' se genera, probablemente, en un
gn p

paso rapido de reaccién por reaccion del radical- aldosae con Cr'.

El sustrato organico es oxidado por ambos agentes oxidantes cr''y Cr¥
con:

a) velocidades comparables, especialmente a medida que aumenta la
concentracion de aldosa, produciéndose la reduccién de Cr¥' simultanea a
la de Cr". Aldosas: Glc(1), Gal(2), 6dGal(9) y Alo(11)

b) velocidades de oxidacién por Cr¥>> Cr"". Aldosas: Rib(6), 2dRib(13),
26dRib(14) y 2dGlc(14)

Las mediciones espectroscépicas de RPE demostraron que se formaban

intermediarios penta - y hexa- coordinados de oxocromato(V), con la aldosa

y/o el acido aldénico actuando como ligando bidentado.
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