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1.1. Generalidades de las propiedades quimicas y

toxicologicas del elemento cromo

El elemento cromo es un metal de transicion que tiene la posibilidad de
presentar multiples estados de oxidacion, los mas comunes son: 0, +II, +III,
+IV, +V y +VI; por ello se lo suele denominar, cromo hipervalente. El cromo
ocupa el vigésimo primer lugar en abundancia de la corteza terrestre [1]. Se
extrae principalmente de la cromita (FeCr,04), otras fuentes de menor
abundancia son la crocoita (PbCrQ4) y el ocre de cromo (Cr,03) [2].

En el medio ambiente se lo puede encontrar en estado elemental (Cr°), o
formando compuestos de Cr' y Cr"!, sus estados de oxidacion mas estables.
Es importante destacar que, si bien este elemento se encuentra en pequenas
proporciones en una gran variedad de ambientes naturales, lo que afecta
principalmente a los seres vivos es la mayor concentracidn resultante de la
actividad industrial. De alli, que los estudios toxicoldgicos en individuos que
han estado en contacto con fuentes industriales contaminadas; sea la fuente
de informacion mas significativa sobre los distintos efectos nocivos asociados
a este elemento y sus compuestos [3].

Los compuestos derivados del cromo, considerados contaminantes
ambientales importantes, son altamente tdéxicos y reconocidos agentes

carcinogénicos debido a su alto grado mutagenicidad [4].
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La capacidad de actuar como agente oxidante por parte de la especie Cr!

sobre biomoléculas con la formacién de complejos de Cr'™

, €S la responsable
de la mutagenicidad y carcinogenicidad del Cr".

La especie Cr!, en su forma de oxoanién, no produce dafio en el ADN /n
vitro, en ausencia de agentes reductores, por ende se cree que la especie
mutagénica seria alguno de los intermediarios reactivos producidos durante la
reduccién del Cr! a Cr'™, Cuando se considera la importancia bioquimica del
cromo y su actividad mutagénica, e/ factor mds importante es el estado de
oxidacion en el que se encuentra [5-71].

III

Los compuestos quimicos que contienen Cr— son muy empleados en la

fabricacion de ladrillos refractarios para hornos industriales, el curtido de

pieles y la fabricacion de pigmentos. El Cr'™

es una especie relativamente
estable y generalmente considerada no tdxica para los organismos Vvivos,
debido fundamentalmente a dos razones:

a) presenta poca movilidad en el ambiente natural, ya que tiende a precipitar
como Cr(OH)s.n(H0) o Cr,0s3 a valores de pH cercanos a la neutralidad

M de caracter hidrofilico, tales como el [Cr(H.0)¢]**,

b) los compuestos de Cr
no pueden cruzar las membranas celulares, de caracter lipidico.
Sin embargo, si el Cr'™ forma complejos de coordinacidn con ligandos

organicos es capaz de permanecer en solucion en el rango de pH 7 - 8 por lo
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que deja de ser “inmdvil” y también adquiere la capacidad de atravesar las
membranas plasmaticas [8,9].

Si bien se sigue sugiriendo en la comunidad cientifica, la importancia del Cr'™
como elemento esencial a nivel de traza, dado que actuaria en el factor de
tolerancia a la glucosa [10]; los compuestos dietéticos de venta libre tales

como el picolinato de cromo (III) (Figura 1.1) se consideran en la actualidad

extremadamente toxicos [11].

10
I
N

Figura 1.1. Estructura del picolinato de Cr™.

1 como un contaminante

Otro de los argumentos a favor de catalogar al Cr
de baja peligrosidad es que no se oxida con facilidad. Sin embargo, bajo
ciertas condiciones ambientales fuertemente oxidantes, como puede darse en
incendios forestales o de basurales contaminados (desarrollo de altas

temperaturas), es oxidado a Cr'’. Se ha demostrado que aquellos suelos con

alto contenido en MnO, pueden oxidar el Cr'™ a Cr'![8].
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Nguyen A. et al han informado que la ingesta de picolinato de cromo (III),
se relaciona con la formaciéon de especies de Cr' y Cr'' a nivel celular,
mediante reacciones con oxidantes bioldgicos, como el agua oxigenada:
H,0,, generada en los procesos metabdlicos [11]. En los resultados
informados en el trabajo de Nguyen et al., se puede apreciar la formacion de
especies de Cr, las cuales pueden luego reaccionar con oxigeno para
generar especies radicalarias de oxigeno (ROS) [11,12]. Los resultados de
Nguyen A. et al., reforzaron los estudios previos realizados por Dean et al.,

111

quienes habian informado que los complejos de Cr™ pueden ser oxidados a

Cr'! por el H,0, generada en los procesos intracelulares de dxido — reduccion
y de respuesta inmune. Este proceso oxidativo, sobre complejos de Cr™
llevaria a la generacion y estabilizacién de intermediarios genotdxicos de Cr¥
[13]. Se ha sugerido como especie reactiva, generada durante los procesos
redox del cromo, el radical OH’, pero su participacién alun permanece en
discusion en el ambiente cientifico. En su lugar, se consideran actualmente, a
las especies intermediarias de Cr' y Cr" como los mas genotdxicas [14].

Finalmente, es importante advertir, que la especie Cr'™

tiene la capacidad de
formar complejos con distintas biomoléculas, como proteinas y ADN,
alterando sus funciones celulares y favoreciendo el desarrollo de mutaciones

que derivan en cancer [15].
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El Cr'! es la segunda forma mas estable de este elemento bajo la forma de

compuestos oxo, los cuales son empleados fundamentalmente en [16,17]:

a) la industria quimica del cromado

b) la fabricacidon de pigmentos y colorantes

c) la conservacién de la madera

d) el tratamiento del agua utilizada en las torres de enfriamiento

e) en las maquinas de copiado con toner.

Estos compuestos de Cr'" son toxicos y mutagénicos por lo que las personas
qgue los manipulan habitualmente deben respetar los requisitos de seguridad
[18,19].

Los estudios bioldgicos /in vivo e in vitro que involucran compuestos de oxo-
Cr'!, demuestran que su genotoxicidad es debida a la formacion de

1 "mas que por

intermediarios reactivos generados durante su reduccién a Cr
su interaccion directa con el contenido celular [20]. Otro punto importante a
considerar, es que si bien muchos de los compuestos de Cr'! son poco
solubles en agua, como el cromato de bario, BaCrO4 (2,6 mg/L a 20 °C);
otros compuestos de cromo como por ejemplo el cromato de sodio, Na,CrO4

(873 g/L a 30 °C), y el cromato de potasio, K,CrO4 (629 g/L a 20 °C), son

extremadamente solubles en medio acuoso [21]. El Cr'! bajo la forma de i4n
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CrO4>, puede ser transportado al interior celular mediante el canal anidnico
empleado por los iones HPO,* y SO4* debido a su semejanza estructural
[19]. Una vez que el idn cromato, ha logrado entrar en el citoplasma celular,

el Cr'! no reacciona con el ADN, pero en condiciones fisioldgicas puede ser

III III

metabolizado y reducido a Cr, generando complejos Cr-biomoléculas como
asi también otros intermediarios reactivos [22]. Este proceso de reduccion
intracelular no involucra pasos enzimaticos, sino que ocurre mediante la
transferencia directa de electrones desde compuestos celulares como el acido

ascorbico (I) y los tioles no proteicos: glutation (II) y cisteina (III), Figura

1.2.
IS
HOOC
NH, o)
HO
0——0 m

HO OH
69

(III)

Figura 1.2. Estructura de los compuestos celulares: (I) Acido Ascérbico, (II) Glutation, (III)
Cisteina
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La reduccién de Cr'* a Cr'™ requiere tres electrones, pero los reductores

organicos conocidos solo acttan por transferencia de 1 o 2 electrones, lo que

V/IV

implica que deben generarse, necesariamente, intermediarios: Cr y/o
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radicales organicos [23]. La formacién de especies intermediarias de Cr' ha
podido ser observada en varias ocasiones durante la reduccion bioldgica del
Cr" en organelas celulares de plantas y animales vivos, mediante
espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica (técnica sensible y
selectiva para la deteccién de especies de Cr', dada su configuracion
electrénica d*) [24].

Los agentes reductores intracelulares impactan de forma diferente, sobre la
naturaleza y tipo de dafo producido por el cromo sobre el ADN. Por ejemplo,
el anion ascorbato, producto de la disociacion del acido ascorbico (Figura
1.2), el cual se encuentra en concentraciones milimolares en tejidos
humanos, pareceria ser el agente reductor intracelular mas importante bajo
condiciones fisioldgicas, produciendo cerca del 90 % de las reacciones de
reduccién de Cr'! in vivo [25]. Por el contrario, en los medios de cultivo
celular se encuentra solo a concentraciones micromolares, permitiendo que
otras especies, como los tioles, actien como reductores [26]. Es interesante
notar el hecho de que cuando el ascorbato es el agente reductor, se
transfieren dos electrones, generandose Cr como primer intermediario;
mientras que en el caso de la reduccidon por los tioles, se transfiere un
electron, formandose predominantemente, Cr' [23]. Estas dos especies

intermediarias de cromo contindan su reduccidon y en ambos casos, el
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producto final es Cr'™, Finalmente, el Cr™

reacciona con el ADN produciendo
sobre el mismo diferentes tipos de lesiones [27].

La interaccion del Cr'! con sustancias naturales puede ser responsable de la
formacién y acumulacidn de especies solubles de Cr’ suficientemente
estables como para producir efectos tdxicos; por ello, es importante poder
estudiar e identificar estas especies, para contribuir a entender su rol
potencial en los procesos de carcinogénesis. Los primeros estudios realizados
han demostrado que las especies complejas de Cr' producen dafio en el ADN
celular [28]. Cod et a/., pudieron observar especies Cr'-glicoproteinas, de vida
media relativamente larga, formadas por reduccién de Cr'! en la superficie
celular o en los fluidos extracelulares del sistema respiratorio [29]. Ademas,
se ha demostrada que los complejos de Cr¥ presentan actividad nucleasa per
se [30], paralela a su capacidad de reaccionar con moléculas bioldgicas
importantes [31]. Al mismo tiempo, se sabe que las moléculas ricas en
oxigeno reducen rapidamente al Cr¥ en medio &cido; no obstante, en solucion
acuosa neutra son muy eficaces para estabilizar especies oxo-Cr¥ [32].

Los hidratos de carbono, que poseen grupos vic diolato, junto con sus
derivados acidos, que ademas poseen grupos 2-hidroxicarboxilatos, son
bases duras que coordinan fuertemente con el &cido duro Cr¥ ( Teoria Acido -
Base del Principio de Dureza y Blandura de Pearsson). Dada la variedad y

abundancia de estos compuestos en el medio extra e intra celular, estos
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complejos de Cr' podrian formarse con gran facilidad durante los procesos

redox del cromo (Figura 1.3).

OR o I
0 D%{ﬁ 0 OR
“Cf
R O o’ Mo 0
OH OR’

Figura 1.3. Estructura general de un complejo oxo-Cr'-(L), vic diolato. L = hidrato de
carbono.

Aungue se supone que el glutation (Figura 1.2) es el primer agente reductor
intracelular del Cr! dando lugar a un compuesto de coordinacién Cr'-GSH
[33]; al considerarse al atomo de S una base blanda, este sufre un rapido
intercambio de ligando con las bases duras representada por los atomos de
oxigeno del hidrato de carbono. De esta manera se generan complejos
relativamente estables oxo-Cr'-L, donde L es cualquier hidrato de carbono
natural, como D-Glucosa (I), D-galactosa (II), acido D-glucénico (III) y acido
D-glucurdnico (IV) (Figura 1.4); presentes en los organismo superiores

(plantas, animales, seres humanos) [34].
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(II1)

(Iv)

Figura 1.4. Estructura de: (I) D-Glucosa, (II) D-galactosa, (III) acido D-glucdnico y (IV) acido
D-glucurénico.

En cualquiera de los casos, se generarian finalmente complejos oxo-Cr'-L que
estabilizarian al cromo en este estado de oxidacion, en el citoplasma celular.
De este modo, los complejos de oxo-Cr'-L podrian ser transportados e
introducidos en el nacleo celular, L = hidratos de carbono comiUnmente
presentes en el sistema celular [34].

La oxidacidon de sacaridos por Cr'' puede ocurrir tanto en el citosol (pH
fisioldgico) como en vacuolas de detoxificacion (pH 1 — 5); por ello es
importante estudiar la formacion, estabilidad y reactividad de los posibles

complejos intermediarios, Cr'-L (L = hidrato de carbono).
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Como se establecid anteriormente, el Cr¥ (d') es una especie paramagnética,
por ello, la técnica de RPE es ideal para estudiar los complejos oxo-Cr'-L
tanto /n vivo como in vitro, ya que permite identificarlos y caracterizarlos con
gran precisién y rigurosidad [12]. Los estudios de RPE de complejos oxo-Cr"-
L sintetizados /n vitro proveen informacion estructural sobre la naturaleza de
las especies mas factibles de ser estabilizadas /n vivo, con lo cual es posible
desarrollar una biblioteca digital que permita caracterizar las especies de Cr"
generados en sistemas bioldgicos, por contaminacién con cromo.

En el afio 1997, Barr et al, a través de estudios empiricos, proveyeron
informacidn espectroscopica de parametros de giso ¥ Aiso de diferentes
complejos de coordinacion de Cr', con lo cual es posible correlacionar
parametros de RPE, para determinar la estructura molecular de complejos
oxo-Cr'-L detectados /n vivo o sintetizados /n vitro [35].

Los resultados obtenidos y publicados en el ambito cientifico sobre esta
tematica, permiten apreciar que hay informacion estructural de complejos
oxo-Cr'-L, sin embargo, esta informacién se limita a los complejos oxo-Cr"
formados por la interaccion de 2-hidroxiacidos del tipo acido 2-etil-2-hidroxi-
butanoico (abreviado con las siglas ehba) con el Cr¥ (Figura 1.5). Estos
complejos han sido completamente caracterizados [22] pero sus espectros no
poseen estructura superhiperfina ya que no existen protones carbindlicos que

puedan acoplar con €l espin electronico del Cr'.
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Figura 1.4. Estructura del complejo oxo-Cr'-L. L = 2-etil-2-hidroxibutano, Et = CH;CH,".

La determinacidn de los patrones de desdoblamiento hiperfino de la sefal de
RPE de los quelatos formados por los grupos vic diolato presentes en los
hidratos de carbono, permiten diferenciar los complejos oxo-Cr'-L con
estructura de anillos furanosicos de los que poseen anillos pirandsicos o de
los compuestos aciclicos. Los parametros espectroscopicos de RPE (Aiso, Gisor
1H a;s,) junto con la multiplicidad de la sefial permiten identificar facilmente
cudles son los grupos que se encuentran unidos al Cr' en complejos
formados en sistemas bioldgicos con ligandos que posean mas de un sitio de
union [36].

En las oxidaciones de compuestos organicos con cromo hipervalente se
presentan otras dos especies reactivas: Cr' y Cr'. Estas dos especies pueden
generarse durante el proceso de 6xido - reduccion tanto /n vitro como in vivo.
La dificultad para identificar a estas especies intermediarias, radica en su
misma reactividad y en sus caracteristicas espectrales, ya que no pueden ser

detectadas en forma directa mediante técnicas espectroscopicas clasicas,
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como la espectroscopia UV-vis o por RPE. A pesar de ello, la presencia de las
especies reactivas de cromo mencionadas anteriormente, puede ser
demostrada, por la aparicion de la especie superoxo cromo(III),
(H,0)sCrO,**, al reaccionar el Cr' con oxigeno molecular [37-39]. La
deteccién de Cr'! implica que el Cr'V se encuentra involucrado en el proceso
redox [37].

V' no fueron

Durante mucho tiempo, las especies reactivas Cr!’ o Cr
consideradas en los estudios fisicoquimicos como intermediarios
quimicamente relevantes en la reduccién del Cr'! a Cr™. En los Ultimos afios
se ha podido comprobar que el Cr! se encuentra presente cuando ciertos
compuestos organicos tales como metanol 39], isopropanol [39], glutation (II
- Figura 1.2) [40], DL-penicilamina (I - Figura 1.5) [40], L-cisteina (III- Figura
1.2) [40], DL-homoserina (II - Figura 1.5) [41], 10-Metil-9,10-dihidroacridina
(IIT - Figura 1.5) [42] y acido D-lactobidonico (IV - Figura 1.5) [43],

reaccionan con Cr'! en solucion acuosa &cida.
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Figura 1.5. Estructura de: (I) DL-penicilamina, (II) DL-homoserina, (III) 10-Metil-9,10-
dihidroacridina y (IV) acido D-lactobidnico.

También se ha comprobado la presencia de Cr'V/Cr", como intermediarios
redox durante las oxidaciones con Cr'! de diversos sustratos, tales como
sacaridos acidos y neutros [44].

Durante muchos afios y debido a la inestabilidad del Cr"" en solucién acuosa,
se considerd que su participacion en la genotoxicidad inducida por el
elemento cromo no se manifestaba o era poco importante. Es una hipdtesis
que se basaba en el hecho de que el Cr'Y no formaria complejos estables con
los grupos 1,2-dioles de los compuestos polihidroxilados neutros presentes en
el medio celular a pH 7,0. No obstante, el Cr'Y forma complejos relativamente
estables en solucidn acuosa con ligandos acidos tales como ehba, acido

oxalico, acido malico y acido picolinico, entre otros [45]. En los ultimos afios,
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diversos autores han demostrado que esta especie puede ser estabilizada por
numerosos sustratos organicos en medio acuoso a pH 2,0 — 4,0 [23]. Estas
condiciones acidas pueden ser encontradas en ciertas vacuolas celulares,
como lisosomas y fagosomas, en los que los compuestos de Cr'! insolubles
son solubilizados para su incorporacion al medio celular. En las organelas
celulares puede ocurrir la reduccién del Cr", generando estados de oxidacion
intermediarios, que cumplen un rol importante en la genotoxicidad del
elemento cromo [23].

Se sabe, que la vida media de los complejos de Cr'Y es méas corta que la de
los complejos de Cr [45] y que presentan una mayor capacidad oxidante,
debido a su mayor potencial redox [46]. Si bien la concentracion intracelular
de los complejos de Cr'Y [47] es menor comparada con la de los complejos de
Cr’, los complejos bisquelatos Cr'-2-hidroxicarboxilato tienen mayor
capacidad que los analogos de CrY, de perder una molécula de ligando [45].
Esto significa que los complejos de Cr¥ pueden verse favorecidos en una
reaccion con el ADN celular. Estas propiedades quimicas del Cr" y sus
complejos en solucidn acuosa lo vuelve, un candidato probable como especie
activa dentro del proceso de genotoxicidad inducida por cromo.

La deteccion de los intermediarios Cr', Cr'Y y Cr en la reaccién de oxidacion
cromica de biomoléculas, sugiere que ésta ocurre por vias mono Yy

bielectronicas. De la misma manera, la deteccion de esteres de Cr'' y
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radicales libres, indicaria que estas especies también estarian implicadas en el
proceso de oxidacion crémica [30].

Distintos reductores intracelulares del Cr'! podrian dar lugar a la generacion
de varios tipos de especies reactivas, cada una mediando de una forma
particular en el dafio que ocasionan a nivel celular. Varios agentes reductores
celulares de Cr'! han sido identificados: acido ascdrbico, cisteina y glutation
(I, II y III, respectivamente, en Figura 1.2), glutatién reductasa, enzimas
microsomales de rata y otros [4,48,49]. Es importante estudiar los tipos de
especies reactivas generadas en sistemas modelos apropiados. Los hidratos
de carbono presentes en el medio celular, en forma de monémeros como D-
glucosa (I - Figura 1.4), D-ribosa (I), D-fructosa (II) o combinados con
NAD(P)H (III), Figura 1.6, podrian intervenir en forma directa en los procesos

de reduccién de Cr'!, empleando sistemas enzimaticos reductores [30].
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Figura 1.6. Estructura de: (I) D-ribosa, (II) D-fructosa y (III) NAD(P)H.

Teniendo en cuenta todas estas posibles especies intermediarias, humerosos
autores han postulado que la reduccion de Cr'' ocurre mediante un
mecanismo complejo. Para probarlo, se requieren evidencias experimentales
directas o indirectas de la presencia de los intermediarios involucrados
postulados en la reaccién y el estudio cinético completo se debe llevar a
cabo, bajo un amplio rango de condiciones experimentales.

Debido a la complejidad de la composicion del sistema celular, el estudio de
su interaccién con cromo hipervalente hace necesario definir un sistema de
estudio mas reducido, pero que contenga al menos, las biomoléculas mas

factibles de reaccionar con el cromo, ya sea por:
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a) su capacidad redox tales como: glutation (Figura 1.2), ascorbato (Figura
1.2), tioles RSH, NAD(P)H (Figura 1.6)

b) su habilidad de coordinarse con el Cr'' o sus intermediarios redox,
aumentando su estabilidad y permanencia de los complejos en el interior
celular: hidratos de carbono y sus derivados. Estos Ultimos aumentarian la
probabilidad de que se produzca dafo celular [30].

En este sentido, el grupo de investigacidn del Area Quimica General, dirigido
por el Doctor Luis Federico Sala, se encuentra avocado al estudio de la
interaccion del cromo hipervalente con diferentes hidratos de carbono de
interés bioldgicos. El objetivo es obtener datos cinéticos y realizar
interpretaciones mecanisticas que permitan esclarecer el complejo proceso de
oxidacién cromica de los compuestos polihidroxilados, haciéndolo extensiva la
interpretacion del proceso oxidativo a sistemas vivos [34,36,43,44,50-62].

En particular, son de mayor interés los hidratos de carbono o sus derivados
presentes en el medio celular vegetal y/o animal, tales como D-ribosa (I -
Figura 1.6), D-galactosa, D-glucosa y acido D-glucurénico (I, II y 1V,
respectivamnte, en Figura 1.4), que podrian interaccionar directamente con el
Cr, luego de su ingreso al citoplasma, estabilizandolo mediante la formacion
de complejos y/o actuando como agentes reductores, generando en el

proceso redox, especies reactivas que produzcan dafno celular.
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Para que un sistema modelo /n vitro cumpla con su objetivo y tenga
relevancia, debe ser capaz de predecir con certeza los cambios observados en
sistemas celulares 0 en organismos vivos.

Entonces, para postular un mecanismo plausible de dano oxidativo de ADN
por cromo hipervalente, se deben identificar y caracterizar tanto los
productos como los intermediarios del proceso, que prueben la factibilidad de
la hipdtesis planteada. Sin embargo, la mayor dificultad con los estudios
mecanisticos de genotoxicidad causada por cromo reside en la,
frecuentemente, baja concentracion de/los intermediario/s en el medio de
reaccion. Por ello, deben implementarse estrategias experimentales vy
aplicarse técnicas que permitan, no solo la deteccidn de estos intermediarios,
asi como su caracterizacion.

En el presente trabajo de tesis, se abordaron dos grandes temas:

(a) El estudio de la oxidacion de tres hidratos de carbono por Cr", D-glicero-
D-gulo-1,4-heptonolactona  (D-glucoheptono-1,4-lactona) (I), acido D-
galacturdnico (II) y acido D-glucarico (III), Figura 1.7, para completar el
mapa de lo que se conoce sobre la oxidacion crémica de hidratos de carbono
realizado por nuestro grupo de investigacion.

(b) Un estudio exhaustivo de oxidacion de diferentes tipos de sacaridos con

crV
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Figura 1.7. Estructura de: (I) D-glicero-D-gulo-1,4-heptonolactona, (II) Acido-D-

Galacturénico y (III) Acido D-glucérico.

1.2. Sobre los mecanismos generales de reaccion para la
reduccién de Cr'" por sustratos organicos

El primer mecanismo de reduccibn de Cr'! por sustratos organicos
oxigenados, fue propuesto por Westheimer [63] en los afos 40 (ec. 1.1). En
este mecanismo el sustrato organico se comporta como un agente reductor
por dos electrones a lo largo de toda la secuencia, formandose el Cr¥ en una

etapa rapida por comproporcién de Cr'y Cr'.

S S crV! S

oVl v 1T \% 10

T T Cr T Crh ——> Ci T Cr (1.1)
Sox SOX CI‘HI SOX



Capitulo 1: Introduccion H 2013

En la década del 70, del siglo pasado, Rocek [64] propuso otro mecanismo,
en el cual el sustrato organico se comporta como:

a) un reductor por dos electrones frente a Cr' y Cr"

b) como un reductor por un electrén frente al Cr, con formacién de
radicales organicos (ec. 1.2).

En este Gltimo caso, el Cr¥ se forma en una etapa rapida, al reaccionar el

radical organico con el agente oxidante, Cr'! [64].

S v S crY! S

crY! T» cV ———» E' T» crY T» clt

Sox Crm Sox Sox ( 1. 2)

En ambos mecanismos se produce como primer intermediario, Cr'"¥ y sustrato
oxidado, luego Cr¥ —por diferentes vias de transferencia electrénica- para

terminar generando la especie Cr'"

como producto final de reaccién del
agente oxidante Cr'%.

Durante las décadas del 70 al 90 del siglo XX, se avanzd significativamente
en el estudio del mecanismo de reduccién de Cr! por distintos sustratos
organicos, como alcoholes, aldehidos y acidos carboxilicos realizandose
significativos avances en el conocimiento de los posibles intermediarios de

reaccion, al obtenerse evidencias que indicaban que la primera etapa en el

proceso involucraba la reduccién de Cr'' a Cr' [37-42]. Sin embargo, nada
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pudo comprobarse sobre el nuimero de electrones involucrados en las
siguientes etapas rédox [65]. La observacién en estas reacciones de la
presencia de la especie superoxocromo(IIl), CrO;** (la cual sdlo puede
formarse a partir de Cr™ [38]), llevd a proponer un mecanismo en el cual el
sustrato organico actia como reductor tanto sobre el Cr'* como sobre el Cr%,
en dos etapas bielectrdnicas, tal como se plantea en la ec. 1.1, y que puede
esquematizarse en la secuencia: Cr'! —» Cr"vY — Cr™. Al mismo tiempo, la
observacién de radicales libres en las reacciones de Cr'! con un gran nimero
de sustratos organicos polioxigenados [66], puso de manifiesto la necesidad
de incorporar al mecanismo etapas redox monoelectronicas para explicar los
resultados observados.

Las evidencias experimentales obtenidas en estos casos (cinéticas vy
espectroscopicas) permitieron formular el mecanismo de la ec. 1.2,
esquematizado en la secuencia: Cr'* — Cr"Y — Cr™™. Teniendo en cuenta los
datos experimentales observados, se podia postular una hipétesis en la que
la reduccién del Cr" ocurriria a través de etapas bi o monoelectrénicas
dependiendo de la naturaleza del compuesto oxigenado reductor. No
obstante, dos estudios realizados por diferentes grupos de investigacion
demostraron que no era posible sostener esta hipdtesis.

Estudios cinéticos de la oxidacion del alcohol isopropilico con Cr*! realizados

por Rocek et al. [64], detectaron radicales libres, hecho que habia permitido
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proponer el mecanismo de la ec. 1.2, el cual incluye etapas monoelectrénicas.
Scott et al estudiaron esta misma reaccidon en condiciones ligeramente
diferentes (mas &cidas), pudieron detectar la formacién de CrO,** con un
100% de rendimiento, concluyendo que la reaccidn transcurria solo a través
de la secuencia: Cr'! » Cr'v - Cr", correspondiente a la ec. 1.1 [38]. Para
la oxidacion cromica del mismo sustrato, alcohol isopropilico, los resultados
obtenidos, resultaban contradictorios.

La oxidacion de acido D-lactobidnico por cromo hipervalente, fue el primer
estudio en el cual pudieron detectarse en forma simultanea radicales libres y
CrO,** [43]. Tomando estos resultados como punto de referencia, se propone
que las dos secuencias operarian en forma simultanea, pues no se podia
postular un mecanismo que operara exclusivamente por una de las
secuencias indicadas, en las ec. 1.1 0 1.2.

Estudios posteriores demostraron que la reduccién de Cr! por sustratos
oxigenados puede describirse mediante un mecanismo que combina las dos
secuencias: Cr'T - crv - cr'y cr'' - cr' - ¢r'™ [44], dependiendo de
la acidez del medio de reaccion.

Sala et al han realizado un profundo estudio de la quimica redox de
azUcares, como aldosas, desoxialdosas, acidos aldonicos, acidos urdnicos y
polisacaridos, con cromo hipervalente [51-62]. Comparando todos los

resultados obtenidos, se pudo demostrar que /os sacdridos no reaccionan o lo
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hacen muy lentamente con ' en medio neutro, pero son reductores
eficientes en medio dcido. La reaccion redox entre estos sustratos
polifuncionales y Cr!, fue altamente selectiva, cuando se emplearon
relaciones sustrato/Cr"! mayores que 30/1, detectdndose siempre, un solo
producto de oxidacion.

Asimismo se pudo establecer, que en la reaccion de los sustratos
mencionados con cromo hipervalente, una de las etapas limitantes de la
velocidad de reaccion es la reduccion del Cr'’. Conjuntamente, se observd la
formacidn de especies de Cr¥ cuya velocidad de decaimiento dependia de la
estructura del sacarido en estudio. Para ciertos sustratos, la velocidad de
oxidacion por Cr'! resultd comparable a la de decaimiento del Cr" [50].

A partir de estos estudios, se pudo determinar la reactividad relativa de los
grupos funcionales presentes en estas biomoléculas, como potenciales sitios
de oxidacién, resultando para los sacaridos neutros, el siguiente orden de
reaCCién: '(H)COHhemiacetélico > 'HZCOHprimario >> '(H)COHsecundarior ~n -
(H)CORgjicosidico [50].

En el caso particular de los acidos alddnicos, se demostrd que la oxidacion se
produce en forma especifica sobre el extremo acido de la molécula, y la
reactividad del fragmento, fue Ila siguiente: «-CH(OH)-CO;~ > -

(H)CORgjicosidico Y ~H2COHprimario [36].
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Objetivos del trabajo de Tesis

Objetivos generales

Estudiar el proceso de transferencia electrénica entre el Cr hipervalente y los
diferentes grupos funcionales presentes en hidratos de carbono de
importancia bioldgica. Analizar la reactividad a partir de los diferentes estados
de oxidacién del Cromo (Cr'"VV/IlY e integrar los resultados obtenidos, en la

interpretacion del proceso redox: Cromo hipervalente - hidrato de carbono.

Objetivos particulares

v Estudiar la oxidacion con cromo hipervalente de los siguientes
sustratos: D-glucoheptono-1,4-lacton (GHL) (I) a, acido D-galacturdnico
(Galur) (II) y acido D-glucarico (Glucar) (III) (Figura 1.7).

v Comparar los resultados obtenidos con los sustratos empleados en
estudios anteriores [51-61] para lograr una interpretaciéon mas profunda del
mecanismo de reaccién redox.

v Estudiar la reactividad del Cr" frente a los diferentes hidratos de
carbono (neutros y acidos) para determinar si el proceso oxidativo por esta

especie, se encuentra o no, involucrado en etapas rapidas de reaccion.
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2.1. Materiales

Reactivos

a-D-glucopiranosa (Sigma, 99,0 %), 1-metil-a-D-glucopiranosa (Sigma, 99,0
%), 2-desoxi-a-D-glucopiranosa (Sigma, 99,0 %), D-glucitol (Sigma, 99,0 %),
3-0O-metil-a-D-glucopiranosa (Sigma, 99,0 %), a-D-galactopiranosa (Sigma,
99,0 %), 1-metil-a-D-galactopiranosa (Sigma, 99,0 %), 6-desoxi-a-L-
galactopiranosa (Sigma, 99,0 %), acido D-galacturénico (Galur) (Sigma, 99,0
%), acido D-glucdnico (Sigma, 99,0 %), D-gluconato de sodio (Sigma, 99,0
%), D-glucono-1,5-lactona (Sigma, 99,0 %), D-glicero-D-gulo-heptono-1,4-
lactona (GHL) (Sigma, 99,0 %), D-glucaro-1,4-lactona (Sigma, 99,0 %), D-
glucaro-6,3-lactona (Sigma, 98 %), acido 2-etil-2-hidroxibutanoico (ehba: 2-
ethyl-2-hydroxi-butanoic acid, por sus siglas en inglés) (Sigma, 98 %),
perclorato de sodio monohidratado (Fluka, 98,0 %), oxigeno (99,99 %),
acido perclérico (ACS Baker reagent > 96 %), hidréxido de sodio (Cicarelli,
PA), hidréxido de potasio (Cicarelli, PA), acido clorhidrico (Cicarelli, PA), Zn
(Cicarelli, PA), HgCl, (Cicarelli, PA), acido sulfurico (Cicarelli, PA), acido nitrico
(Cicarelli, PA), Cr(ClO4)3.6H,0 (Sigma-Aldrich, 98 %), D,O (Sigma, 99,99 %),
glutation reducido (GSH) (Sigma, 98,0 %), acido D-glucoheptodnico (Sigma,
99,0 %), acido férmico (Sigma - ACS reagent > 96 %), bicarbonato de sodio
(Sigma, 99,0 %), dicromato de potasio (Mallinckrodt, PA), acrilonitrilo

(Aldrich, 99,0 %), acrilamida (Sigma, 99,0%), metanol (Cicarelli, PA),
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difenilpicrilhidrazilo (dpph) (Aldrich, PA), difenilcarbazida (DFC) (Sigma-
Aldrich, PA), peroxido de hidrégeno 100 vol (Cicarelli, PA), [Fe(NH4)2]2(S04)2
(Cicarelli, PA), Ar (99,99 %), acido 4-(2-Hidroxietil)-1-
piperazineetanosulfénico (Hepes) (Sigma ultra, 99,5 %), NaH,PO4 (Anedra,
99,0 %), NaNO, (Mallinckrodt, 99,0 %), etanol (Cicarelli, PA), alcohol
isopropilico (Anedra, PA), resina de intercambio idénico Dowex 50W, forma H
(Sigma), KBr (Sigma-Aldrich, grado FT-IR, >=99%), Pb(CH3COQO), (Aldrich,
99,0 %).

Los siguientes compuestos se sintetizaron de acuerdo a los métodos
descriptos en la literatura: [Co™(NHs)sCl]Cl, [67], Na[Cr'O(ehba),].H,O [68]
y [CrO(ehbaH,),] [45].

En los experimentos cinéticos realizados a fuerza idnica (I) constante y
diferentes concentraciones de protones, se utilizaron mezclas de perclorato
de sodio y acido perclérico, para lograr los valores de fuerza idnica (I)
deseados.

La concentracion de la solucion stock de acido perclérico se determind por
titulacion, empleando métodos analiticos estandar [69].

Para ajustar el valor del pH de las soluciones de trabajo en el rango 1,0 - 4,0,
se utilizd HCIO4 mientras que para los experimentos realizados a pH = 7,0 y

3,0 se utilizaron buffers Hepes y ehba, respectivamente.
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Precaucion: e/ dpph, los compuestos de Hg y de Cr son toxicos y
carcinogénicos para el ser humano [70]. Debe evitarse el contacto con la piel
y su inhalacion. El acrilonitrilo y la acrilamida son carcinogenos y deben ser

manejados con cuidado y en campana [71].

2.2. Instrumental

Las mediciones espectrofotométricas para el seguimiento del consumo de Cr"!
en las oxidaciones cromica de los sustratos organicos solubles en agua se
realizaron en un espectrofotometro Jasco V-550 con celda de cuarzo
termostatizada y controlador electronico de temperatura PSC-498 T.

Las determinaciones cinéticas de la reaccion Cr'! con &cido D-glucarico se
realizaron en un espectrofotometro WAYERS 6000.

Las mediciones de pH se efectuaron con un peachimetro Chemcadet 5986-62
(Cole-Parmer).

La determinacion de potasio para el glucarato acido de potasio se realizd con
un equipo Hitachi COBAS C311.

Los espectros de resonancia paramagnética electronica (RPE) de onda
continua en banda X (frecuencias 9,0 — 10,0 GHz) y temperatura ambiente se
obtuvieron empleando dos tipos de equipos de RPE: (a) espectrémetro

Bruker EMXO0, generacion de microondas Bruker 04 ER, y mediciones de las
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sefales de RPE, frecuencimetro Bruker EMX 048T, y (b) espectrometro
Bruker EleXsys 500, generacion de microondas klystron ER041MR.

Los espectros de RPE se registraron como la primera derivada de la
intensidad de la sefial y con una resolucién de 1024 o 2048 puntos. La
temperatura. La modulacién de amplitud empleada en estos experimentos
esta indicada en el texto. Potencia utilizada a temperatura ambiente: 10 mW.
En el caso de los estudios de RPE a baja temperatura la potencia utilizada no
super6 el valor de 1,0 mW. La modulacién de frecuencia utilizada fue de 100
kHz.

Los espectros de RPE de onda continua, en banda X, a baja temperatura y los
experimentos de pulso ENDOR (Electron Nuclear Double Resonance) se
obtuvieron con un espectrometro Bruker E580 Elexsys (frecuencia 9,76 GHz)
equipado con un criostato con He liquido, de Oxford, Inc. Todos los
experimentos de pulso ENDOR fueron realizados usando una velocidad de
repeticién de 1 kHz. Se usd un amplificador de radiofrecuencia (rf) ENI-3100L
(potencia 0 dB). El campo magnético se mididé con un Gaussimetro Bruker ER
035 NMR.

Los experimentos Davies-ENDOR [72] fueron realizados usando una

secuencia de pulsos de microondas n-T-n/2-1-n-1-echo con tr;; = 100 ns, tn =

200 ns, T = 36,5 ps, y T = 300 ns. Durante el tiempo T se aplicé un pulso de
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rf de frecuencia variable y longitud 35 ps. El incremento de la rf se ajustd en
100 kHz.

Los valores de giso se determinaron por referencia al estandar dpph (giso =
2,0036). La velocidad y el nimero de barridos se fijaron en cada caso, de
manera de lograr reducir el tiempo de barrido usado en cada medicion.

Con el objetivo de verificar los resultados obtenidos por RPE para el ligando
Galur, se realizaron calculos computacionales en el marco de la “teoria de/
funcional de la densidad’ (DFT, Density Functional Theory, por sus siglas en
inglés). Los calculos fueron realizados sin restriccion de espin sobre cinco
complejos diferentes Cr'-Galur utilizando el programa ORCA (version 2.7)
[73-76]. Se usdé un modelo de solvente implicito utilizando la constante
dieléctrica del agua de acuerdo al modelo COSMO [77]. Para la optimizacién
geométrica, se utilizd el funcional de densidad Becke-Perdew (BP86)
(http://www.gaussian.com/g_tech/g_ur/k_dft.htm) [78-80], junto con la
resolucion del método de identidad [81,82].

Se utiliz6 el set de bases de Ahlrichs (SV (P)) para todos los atomos, excepto
con el atomo de cromo, con el que se usd una base mas polarizada de
valencia triple (TZVPP) [83,84]. La energia se convirti6 a 1 x 10 hartree
(Eh), vy la tolerancia de convergencia en la optimizacion geométrica fue 3 x

10™* Eh/bohr para el gradiente y 5 x 10°® Eh/bohr para la energia total.
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No se impusieron restricciones simétricas durante la optimizacién geométrica.
Las coordenadas de las estructuras optimizadas se detallan en el material

suplementario (Figura S1).

2.2.1 Identificacion del producto de oxidacion de la reaccion
Cr'V/sacarido y Cr''/sacarido

Identificacion del producto de oxidacion del sustrato organico por la especie
Crv empleando cromatografia liquida de alta eficiencia.

Se utilizd cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC por sus siglas en
inglés: High Performance Liquid Cromatography). Los cromatogramas fueron
obtenidos en un cromatdgrafo Variant Polaris 200 provisto con una bomba cc
Star 9000 HPLC. La separacion se llevd a cabo con una columna de
intercambio anidnico Spherisorb S Sax HPLC (250 x 4,6 mm) usando 20 mM
NaH,PO4 con 5 % de etanol como eluyente y una velocidad de flujo de 0,5
mL min™, a 44 °C (calentador de columna Zeltec). El eluido de la columna se

monitored a 220 nm con un detector UV-vis, Pro Star 325.

Identificacion del producto de oxidacion del sustrato organico por la especie
¢ empleando cromatografia liquida de alta eficiencia.

A guisa de ejemplo:
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La determinacion del producto de oxidacién de la reaccién Cr')/GHL, se
realizd empleando un cromatdgrafo Varian Pro Star provisto de una bomba
212-LC. La separaciéon se llevd a cabo con una columna Aminex HPX-87H
(300 x 7,8 mm, Bio-Rad Laboratories) usando H,SO; 4,0 x 103 M, como
solvente de elucion y un flujo de 0,6 mL.min?, a 25 °C. El eluido se
monitored a 220 nm con un detector UV-vis, Pro Star 325. Todas las
muestran se filtraron con una membrana de 0,2 um previo a la inyeccién en

el sistema cromatografico.

Identificacion del producto de oxidacion del sustrato organico por cromo
hipervalente empleando resonancia magnética nuclear de hidrogeno.

Las mediciones de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se realizaron con
un espectrometro Bruker Ultrashield Avance 300, con transformada de
Fourier (FT), sonda pabbo 5 mm, frecuencia de 300,13 MHz para 'H y 75,47

MHz para °C, a 25 °C.

2.3. Métodos

2.3.1. Preparacion de soluciones
En la preparacion de todas las soluciones que se detallan a continuacién se

emple6 agua miliQ (18 MQ x cm = 5,55 x 10 mS/cm).
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- Las soluciones de acido perclorico, fueron preparadas a partir del acido
comercial y estandarizadas con soluciones patrones.

- Las soluciones de Cr' se prepararon empleando dicromato de potasio,
K>Cr,07(s), como patrén primario previamente calentado en mufla a 150 - 180
OC [85] y enfriado en un desecador hasta pesada constante.

- Las soluciones de Na[CrVO(ehba)z](ac) se prepararon en buffer ehba (0,10 —
0,20) M a pH = 3,0.

- Todas las soluciones que requirieron fuerza idnica controlada, se ajustaron
al valor deseado, con solucion de NaClO4ac).

-Las soluciones de perclorato de sodio, se prepararon mediante disolucién de
la sal, NaClO4s), en cantidad apropiada de agua destilada, para obtener una

solucién madre 7,12 M.

2.3.2. Sintesis de D-glucarato acido de potasio

La sintesis del D-glucarato acido de potasio (Glucar) se realizd segun el
método de Whistler et a/. [86], bajo campana con extractor, debido a la gran
cantidad de vapores tdxicos de NOyq) que se liberan en el proceso. En un
balén de 500 mL, con tres bocas y juntas esmeriladas, se colocaron 64 mL de
HNO3 concentrado (63 % p/p). El equipo de sintesis fue completado con:
agitador sellado, termdmetro y condensador de reflujo (Figura 2. 1.a). La

solucion de HNOs; se calenté a 60 °C, con agitacion constante,
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adicionandosele 0,1 g de NaNO,(,). Se introdujeron gradualmente 50 g de a-
D-glucosa, en un lapso de tiempo no menor a 20 minutos. Debido a que la
reaccion es exotérmica, se controld la temperatura entre 55 — 60 °C, por
enfriamiento externo del sistema con bafio de agua fria.

Se dejo reaccionar durante una hora y luego se enfrio hasta temperatura
ambiente. Con el fin de obtener una solucion final de pH ~ 9,0 se adicion6
solucion de KOH (45 % p/p), con agitacion constante y manteniendo la
temperatura en el rango de 60 - 80 °C.

Posteriormente se enfrio hasta 20 °C y el pH de la solucién se ajustd con
HNOs (63 % p/p), a un valor de 3,4 unidades de pH, produciéndose la
precipitacion del Glucar. La mezcla se dejé toda la noche a temperatura
ambiente y el precipitado se separd luego por filtracion a presion reducida

(Figura 2.1.b).
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Figura 2.1. (a) Equipo para la sintesis de D-glucarato acido de potasio. (b) Sistema de
filtrado a presion reducida.

El sélido blanco obtenido se lavd con etanol frio al 25 %, para eliminar las
aguas madres y se secO en estufa a 50 °C hasta pesada constante. El
producto obtenido se disolvié en agua destilada y se recristalizd mediante el
agregado de KOH (45 % p/p), con agitacion, hasta obtener un valor de pH =
9. Posteriormente, el pH de la solucién se ajustd a un valor de 3,4 con HNO;
(63% p/p). Se obtuvieron 30 g de Glucar, con un rendimiento de 43 %.

La pureza del producto sintetizado fue verificada por:

(a) Andlisis de RMN de H y *C en D,0, Figura 2.2 y 2.3; los espectros
obtenidos resultaron comparables a los de la literatura [87,88].

(b) Andlisis elemental de C, H y K, los resultados concuerdan con los

esperados para la férmula KCgHyOs.

Figura 2.2. Espectro de RMN de 'H del sustrato Glucar sintetizado. Condiciones: [Glucar] =
0,04 M, solvente agua deuterada, 300 MHz a 25 °C.
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Figura 2.3. Espectro de RMN de '*C de Glucar sintetizado. (a) Campo alto, (b) Campo bajo.
Condiciones: [Glucar] = 0,04 M, solvente agua deuterada, 300 MHz a 25 ©C.
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2.3.3. Estudios cinéticos Cr''/sacaridos
2.3.3.1. Sintesis de Cr"!
El Cr'! es la especie de partida para obtener el Cr'V utilizado en los estudios
cinéticos. La sintesis de Cr" se realizd mediante la reduccién de una solucién
0,10 M de Cr(ClO4)3 con amalgama de Zn (Zn/Hg) en atmdsfera de H,, en

medio HCIO4 0,1 M [62] a temperatura ambiente.

Preparacion de la amalgama (Zn/Hg)

10,0 g de Zn (en granallas) se trataron con HClge 3,0 M durante 5 minutos
para eliminar la capa de ZnOg) depositada sobre la superficie del metal.
Luego de eliminar el exceso de acido por lavado con agua destilada, se
introdujo el Zn(, limpio en un balén de 50,0 mL y se agregaron 20,0 mL de
HgCl, 0,10 M (disuelto en HCl 0,10 M). Se agitd durante 15 minutos a
temperatura ambiente y a continuacion se elimind el exceso de HgClyq). La
amalgama obtenida se lavo tres veces con una solucion de acido HCla) 3,0 M
y finalmente con agua destilada.

Se colocaron en el baldén las cantidades necesarias de HClOsac Yy agua
destilada para obtener un volumen final de 35,0 mL y pH = 1,0. El balén se
cerrd con un septum y se generd una atmodsfera reductora utilizando una
corriente de hidrégeno durante 30 minutos. Al cabo de este tiempo se

agregaron 2,0 mL de solucion de Cr(ClO4)3ac) 0,10 M, manteniendo la
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agitacion y la corriente de hidrégeno durante 30 minutos para asegurar la

ausencia de O, Figura 2.4.

11T

La reduccion cuantitativa de Cr'™ a Cr" se produjo en un lapso de 12 h a

temperatura ambiente, con agitacion permanente.

Agododn
impregnado
con Pb(Ac),
HCI (cc)
Inyector de A
Cr(ClO,), |
(I .
Amalgama o
deZn 5
(]
009 o° . Granallas
de Zn

Solucion de Na(OH)

Figura 2.4. Esquema del sistema generador de Cr".

Nota: El Zn utilizado para generar la corriente de hidrogeno puede contener
impurezas como sulfuros. En este caso, se genera sulfuro de hidrégeno que
es arrastrado por la corriente de hidrogeno. Para evitar esto, se colocé un
algodon impregnado en Pb(CH3COO); en la salida del recipiente generador de

Ha(g), que permite atrapar el H,Sg) como PbSs). A continuacién, se colocd un
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intermediario conteniendo NaOHac), para neutralizar el cloruro de hidrogeno

que pudiera también ser arrastrado por la corriente de hidrogeno.

2.3.3.2. Determinacién de la concentracién de Cr™

Para determinar la concentracién de la especie: Cr'! generado, se utilizé la
técnica de reduccion del complejo [Co™(NH3)sCl1Clyac) @ [COCla]* (ac) €n medio
acido (HClaq) y atmdsfera anaerobia [67].

Un volumen de 4,0 mL de solucién de [Co™(NH3)sCl]Clyac) 2,1 mM (reactivo
en exceso) fue desoxigenado con una corriente de Ar) durante 10 minutos y
mezclado con 0,5 mL de solucidn de Cr, siempre en atmésfera de Ar. Una
alicuota de 0,5 mL de la mezcla se transfirid a una cubeta de cuarzo de 1,0
cm de paso optico conteniendo 2,0 mL de HCl,e) concentrado, sellada con
septum, y se realizd un espectro en la zona UV-vis. En condiciones

111

anaerdbicas, la especie Cr reduce el comlejo de Co™ a Co" segtin la ec. 2.1:

[Co(NH; ), CIICl,a) + Cr**(acy +6HCliyey — COCL,* @y + 5NH,Clioey + Cr¥*ee) + H oy (2.1)

El espectro observado esta en concordancia con el reportado en la literatura
para el CoCI42'(ac) [89]. La Figura 2.5 muestra los espectros correspondientes
a ambas especies de cobalto. De acuerdo al valor de absorbancia observado,

la concentracion de Cr" obtenida fue 6,0 mM, demostrando la reduccién
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cuantitativa de Cr(ClO4)3ac) en las condiciones experimentales antes

descriptas.

0,304

0,15

0,00

1 L 1 1 1

400 600 800
Longitud de onda (nm)

Figura 2.5. Espectros comparativos de las especies de cobalto II y III, [Co™(NH3)sCl]Clyac) (-
---); CoCls% (aqy (-==-), €690 = 524 Mt cm™,

2.3.3.3. Generacion y cuantificacion de Crv

El Cr"Y puede ser generado rapidamente por reaccién del Cr' con el oxigeno
presente en la mezcla de reaccion. En todos los casos las soluciones de
trabajo fueron saturadas con Oa (1,26 mM). Si la relacién Cr'/O, se
encuentra dentro del rango 0,16 - 0,20, entonces se produce una mezcla de
superoxo-Cr'™ (Cr0,**), (15 - 20 %), Cr"Y (maximo 30,0 %) y especies de
Cr'™; mientras que al utilizar bajas relaciones Cr}/O, (< 0,05), solamente se

forma la especie CrO,** 5 [38].
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Para lograr una relacion G"/O; apropiada para la obtencion de Cr", en todos
los casos, se mezclaron rapidamente (en cubeta de cuarzo de 1,0 cm de paso
dptico y termostatizada a 15 ©C), 100 pL de solucién de Cr' 6,0 mM con 2,3
mL de solucidn (previamente saturada de oxigeno), conteniendo el sustrato
organico, dcido perclorico y perclorato de sodio en cantidades apropiadas
para alcanzar un valor de fuerza idnica igual a 1,0 M y una concentracion de
HClO4(ac) en el rango 0,1 - 0,6 M. La concentracion del sustrato organico fue

variada como se detallarda mas adelante.

Determinacion de la concentracion de Cr'Y

A 2,3 mL de solucion de buffer ehba 0,10 M, saturada con Oy (1,26 mM) a
150C, I = 1,0 M (NaClO,) y pH= 3,0; se le inyectaron 100,0 pL de Cr 6,0
mM y se realizaron espectros secuenciales, Figura 2.6.

En estas condiciones experimentales el Cr"Y generado reacciona con el ehba
para producir el complejo [CrVO(ehbaH,),;]. Este complejo presenta su
maxima estabilidad a pH 3,0 y posee una banda de absorcion a 512 nm con
un coeficiente de absortividad molar de 2380 M cm™ [45].

Sobre una mezcla de reaccion en iguales condiciones, se realizd un
seguimiento cinético de la absorbancia a 512 nm en funcién del tiempo, a

partir del cual se calcul6 el porcentaje de Cr'V generado, Figura 2.7. Bajo
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estas condiciones experimentales, la reaccién entre Cr'l y O, produjo 0,05 —

0,07 mM CrY (25 % promedio, basado en la [Cr'iotal).

l 512 nm

Absorbancia

400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 2.6. Evolucién en el tiempo del espectro del complejo [CrO(ehba),] a pH 3,0.
Condiciones: [ehba] = 0,10 M, [Cr"] = 0,25 mM, [0,] = 1,26 mM, I = 1,0 M, T = 15 °C,
espectros secuenciales cada 60 segundos.
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Figura 2.7. Cuantificacién del complejo [CrV(O)(ehba),]. Condiciones: [ehba] = 0,10 M, pH =
3,0, [C] = 0,25 mM, [0;] = 1,26 mM, I = 1,0 M, T = 15 °C, A = 512 nm, datos de
absorbancia cada 2,0 segundos.

2.3.3.4. Determinacion y caracterizacion de superoxo-Cr'", Cr0,%*

El Cr'Y generado (in situ) como se describié en la seccién anterior (2.3.3.3)
reacciona con el sacarido para dar Cr'’. Este Ultimo se trasforma rapidamente
en la especie Cr022+(ac) debido a su reaccidon con el oxigeno presente en la
solucion. La velocidad de aparicién del producto CrO,** se relaciona
directamente con la velocidad de reaccién del Cr'Y con el sacarido en estudio.
Esta seccidn y las que siguen a continuacion (2.3.3.6 y 2.3.3.7) se dedican a

explicar la deteccion, caracterizaciony propiedades de la especie Cr022+(ac)
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mientras que en el capitulo de Resultados y discusion se detalla la
reactividad del Cr" con los diferentes sacaridos estudiados.

La deteccién y la caracterizacidn de la especie CrO,*" a) fueron efectuadas de
dos formas diferentes:

a) El primer método consistid en realizar espectros secuenciales, en el rango
de 200 — 800 nm, sobre las mezclas de reaccion Cr'/sacarido. La especie:
CrO,**ac) posee un espectro caracteristico, con dos intensas bandas de
absorcién a 290 nm (g = 3.100 M* cm™) y 245 nm (e = 7.000 M* cm™), las
cuales mantienen una relacion de intensidad tipica, Absyss/Absyey = 2,2
[39,90,91]. Para cada reaccion Cr"/sustrato, se realizaron espectros
secuenciales en los que se observaron las bandas caracteristicas del
compuesto CrO,**(.. La relacién de bandas -Absss/Absyo- se mantuvo
constante en el tiempo, en un valor de ~ 2,2; mientras se producia la lenta

descomposicion de la especie CrO,** (. en especies de Cr'™, Figura 2.8.



v
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Absorbancia
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Figura 2.8. Espectros secuenciales del CrO,** generado en una mezcla de reaccién Cr'/D-
glucopiranosa. Condiciones: [D-glucopiranosa] = 3,0 mM, [0,] = 1,26 mM, [Cr] = 0,25 mM,
[H'1=0,30M,I=1,0M, T = 15 °C, espectros secuenciales cada 2 minutos.

b) La segunda técnica utilizada para identificar la especie CrO,** fue la

reaccidn especifica de este compuesto con Fe',, ec. 2.2 [42]:
Cr ?(ac) +3 Fe2+(ac) +4H+(ac) —> Cl’3+(ac) + 3Fe3+(ac) +2 H20(|) (22)
Al finalizar la reaccién redox de la mezcla Cr'V/sacdrido, se le adiciond un

exceso de solucién de Fe™ (0,8 mM) y se realizaron espectros secuenciales

cada 2 minutos. A cada espectro se le restd el anterior al agregado de Fe™.
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Luego de una correccion debido al efecto de dilucidn, el cual es muy bajo, el
espectro diferencial mostrd una absorbancia negativa alrededor 290 nm,

indicando que en la mezcla de reaccién habia CrO,?* [92], Figura 2.9.

3,0 4 primer espectro luego
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Figura 2.9. Espectro diferencial del CrO,>* antes y después de la reaccion con Fe'.
Condiciones: [D-glucitol] = 1,0 mM, [H*] = 0,30 M, [O,] = 1,26 mM, [Cr"], = 0,25 mM, T =
15°C, I = 1,0 M, [Fe"], = 0,80 mM. Inserto: Espectro diferencial.

2.3.3.5. Influencia de la temperatura, la concentracion de protones,
la fuerza ionica y la concentracion de sacarido en la estabilidad del
CI‘022+

Como se menciond previamente, la especie Cr022+(ac) producida en la mezcla

III

Cr'¥/sacarido se descompone lentamente en especies de Cr'™. Sin embargo,

en la escala de tiempo de nuestras mediciones cinéticas la especie CrO»%ac)
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es suficientemente estable como para poder ser considerado producto final
de la reaccién redox entre el Cr y el sacarido en estudio. Para verificar la
estabilidad de la especie CrO,** frente a la temperatura, concentracion de
protones, fuerza idnica y concentracion de sacarido;se trabajé en las
condiciones experimentales de los estudios cinéticos. Los resultados

experimentales indicaron que:

a) La velocidad de decaimiento del CrO,** es mayor a temperaturas altas. Por
ello se decidio trabajar a 15 °C, Figura 2.10.

b) Cuando se usaron dos [H*] diferentes para realizar la misma reaccion a
temperatura y fuerza idnica constante, no se observaron cambios en la
velocidad de decaimiento de la especie Cr022+(ac). Esto implica que la [H*] no
altera su estabilidad, al menos durante los tiempos de la reaccion redox,
Figura 2.11.

c) A [H*] y temperatura constantes, se evalud la estabilidad de la especie
Cr022+(ac) para dos valores de fuerza idnica (0,2 y 1,0 M). Los perfiles
cinéticos indicaron que el decaimiento no se ve significativamente afectado,
incluso empleando valores de fuerza idnica cinco veces mayores. Se trabajo a
valores de fuerza idnica 1,0 M, para poder comparar los resultados con

estudios previos relacionados con la interaccién de Cr/sacaridos, Figura 2.12.
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d) Se observd que la variacion de la concentracion de sustrato no afectd la
estabilidad de la especie CrO,**(q. De esta forma es posible descartar
cualquier posible reaccién entre la especie Cr022+(ac) y los sacdridos presentes
en exceso en la mezcla de reaccion. En otras palabras, los resultados
mostraron que la velocidad de decaimiento de la especie CrO,**, permanecio

inalterada al variar la concentracion de sustrato utilizada, Figura 2.13.
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Figura 2.10. Influencia de la temperatura en la estabilidad de la especie CrO,?*(ac).
Condiciones: [D-glucosa] = 3,0 mM, I = 1,0 M, [O,] = 1,26 mM, [H*] = 0,30 M.
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Figura 2.11. Efecto de la concentracion de protones sobre la estabilidad de la especie
Cr0,2*(ac). Condiciones: [D-glucosa] = 3,0 mM, I = 1,0 M, [0,] = 1,26 mM, T= 15 °C.
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Figura 2.12. Efecto de la I sobre la estabilidad de la especie: CrO,?*(ac). Condiciones: [D-
glucosa] = 3,0 mM, [O,] = 1,26 mM, T = 15 °C, [H"] = 0,20 M.
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Figura 2.13. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la estabilidad de la especie:
CrO,**(ac). Condiciones: [1-metil o-D-glupirandsido] = 5,0 - 12,0 mM, [H*] = 0,30 M, [0,] =
1,26 mM, T = 15°C, I = 1,0 M.

Una solucién de la especie CrO,** (s fue preparada, empleando un método
diferente [93]: se mezclaron 0,30 mL de solucién de Cr'! 7,5 mM con 2,7 mL
de HyOsic) 7,6 mM. La concentracion final de HClO4,o fue de 0,1 M. La
mezcla de reaccion se tornd azul en forma inmediata debido a la formacion
del oxo-diperoxo-Cr"!, CrO(02)xac) [42]. A los pocos minutos la mezcla se
decolord para dar una solucion de la especie CrO,**(». Esta solucién fue

saturada con oxigeno y enfriada a 15 °C para evitar la descomposicién de la

especie CrO,** 0. La velocidad de decaimiento de la especie CrO,**(sq



2013
Capitulo 3: Estudios cinéticos de la oxidacidn de sacaridos por Cr' ‘

generado por este método coincidid (dentro del error experimental) con la

observada en las mezclas de reaccién Cr'/sacérido.

2.3.3.6. Reacciones competitivas del Cr": Oxidacion vs
desproporcion

El Cr es una especie inestable [38,39] con una vida media de 30 segundos
en HCIO; 1,0 M [39]. Esta especie de cromo participa en dos tipos de
reacciones diferentes:

a) la oxidacién de sustratos organicos, que representa la reaccion que
estamos estudiando

111

b) la desproporcion en Cr'! y Cr'™ via CrY, de acuerdo a las ec. 2.3, 2.4y 2.5

2 CrV —» CrlI 4 CpV (2.3)
CrVY + CrV — CrVI + Crit (2.4)
v — Cr¥t + r 5

3CrV 5 CrVT + 2 CrII 2

Dado que el Cr'! también absorbe a 290 nm, longitud de onda donde se
realizan las mediciones cinéticas de la reaccién Cr"/sacérido, es importante
verificar que el proceso de desproporcidon no ocurra. Por esta razon, es
necesario determinar las condiciones experimentales en las que la oxidacion

del sustrato por el Cr'Y esta favorecida sobre la desproporcién del CrY.



2013
Capitulo 3: Estudios cinéticos de la oxidacidn de sacaridos por Cr' ‘

La Figura 2.14 muestra una comparacion de los espectros correspondientes a
las especies CrO;**ae) y Cr'’a). Como puede apreciarse, existe una regién en
la que ambos espectros se superponen (200 - 330 nm), pero la absorbancia a
350 nm es solo debida al Cr'". De esta manera, la desproporcién, en el caso
de ocurrir, puede ser observada a 350 nm debido a la formacién de Cr".

Para evitar la generacion de Cr'! via desproporcidn, se requiere una minima
concentracion de sustrato en las mezclas de reaccién CrV/sacérido. Dicha
concentracién minima depende de la velocidad de la reaccidn redox del Cr'

con cada sacarido y fue determinada para cada sustrato organico.

0.25-
0,20-
015

0,104

Absorbancia

0,05 -

0,00 : ; : ; : : . .
200 250 300 350 400
Longitud de onda (nm)

Figura 2.14. Comparacion entre los espectros de CrO,** y Cr'’. Condiciones: [CrO,%*] = 0,032
mM (rojo), [Cr"] = 0,080 mM (verde), [0,] = 1,26 mM, [H*] = 0,30 M,I1=10M, T = 15
oC.
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La otra posible via de generacidn de Cr"’, la descomposicion bimolecular de la
especie CrO,*'a, ec. 2.6, no se encuentra favorecida en nuestras
condiciones experimentales, sino a temperaturas por debajo de 15 °C y altas

presiones de oxigeno [37]:

2 CrO2' ., +4H,0, — 2HCrO; ., + 6 H' o) (2.6)

2 (ac) 4(ac)

Los resultados experimentales indicaron que la desproporcién de CrYV fue
siempre despreciable comparada con su capacidad de oxidar sustratos
organicos. Solo a muy bajas concentraciones de sustrato o en su ausencia, se
puede observar un importante aumento en la absorbancia a 350 nm debida a
la formacion de Cr'.

La desproporcion total del Cr', en ausencia de sustrato, ec. 2.5, puede ser
empleada para cuantificar esta especie. Considerando la estequiometria de
esta reaccidn, la concentracion inicial de Cr'Y se calculd a partir del valor de
absorbancia a 350 nm; obteniéndose un valor de [CrV], = 0,071 mM; el cual
representa el 28 % del cromo total, en acuerdo con la cuantificacién por
formacion de [Cr'Y(O)(ehba),] a pH= 3,0 (seccidn 2.3.3.3).

En las condiciones experimentales elegidas para realizar las mediciones
cinéticas, se realizaron barridos espectrales entre 200 - 800 nm de las

mezclas de reaccidn, en las que se gener6 CrY, en presencia del sustrato a
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estudiar y saturadas con oxigeno. En este trabajo, solo se consideraron
aquellos estudios cinéticos que no mostraron la aparicion significativa de Cr'*,
asegurando de esta forma, que se trabajo en condiciones experimentales en
donde la velocidad desproporcion del Cr'V fuese despreciable respecto de la

reaccion redox Cr*/sacérido.

2.3.3.7. Oxidacion de sacaridos por Cr'V: condiciones experimentales
para el estudio cinético

De acuerdo a lo desarrollado en los puntos anteriores, las condiciones
experimentales para el estudio cinético deben ser cuidadosamente elegidas

para garantizar que:

a) la reaccion de desproporcion del Crv sea despreciable respecto de su
capacidad de oxidar el sustrato organico

b) el CrO,** sea suficientemente estable como para poder ser considerado
producto final de la reaccidn redox Cr"V/sacérido

c) la velocidad de oxidacion sea lo suficientemente lenta como para poder ser
medida en un espectrofotdmetro convencional.

Teniendo en cuenta todas estas premisas y los resultados experimentales

previamente expuestos, /as condiciones experimentales, para todos los
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sustratos orgénicos estudiados por reaccion directa Cr'/sacarido, fueron las

siguientes:

Sacdridos neutros

a) D-glucopiranosa, b) 1-metil-a-D-glucopiranosa, ¢) D-glucitol,

d) 2-desoxi-D-glucopiranosa, e) 3-O-metil-D-glucopiranosa,

f) 6-desoxi-L-galactopiranosa, g) D-galactopiranosa,

h) 1-metil-a-D-galactopiranosa, i) D-glicero-D-gulo-heptono-1,4-lactona.
[Cr] = 0,25 mM, [CrY] = 0,05 - 0,07 mM, I = 1,0 M, [0,] = 1,26 mM,

[S] = 0,50 - 10,0 mM, [H*] = 0,10 - 0,60 M, T = 15 °C.

Sacdridos acidos

a) acido D-galacturdnico, b) acido D-glucénico.
[Cr] = 0,25 mM, [CY] = 0,05- 0,07 mM, I = 1,0 M, [O,] = 1,26 mM,

[S] = 0,50 - 4,0 mM, [H*] = 0,10 -0,30 M, T = 15 °C.

En todos los casos, las soluciones de sustrato se prepararon a partir de una
soluciéon madre 0,20 M. Antes de realizar las experiencias cinéticas, se verificd
que los sustratos no absorbieran a 290 nm.

Para todas las mediciones se utilizaron cubetas de cuarzo de 1,0 cm de paso

dptico, cerradas con septum de goma, en las que el CrY se generd in situ, de
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acuerdo a la técnica anteriormente descripta (2.3.3.3 - 2.3.3.7). La reaccion
fue monitoreada a 290 nm durante 200 segundos, para registrar el
incremento en la absorbancia debido a la aparicién de la especie CrO** (o).
Todas las mediciones se realizaron al menos, por cuatriplicado, con una
diferencia no mayor a = 10 %.

La dependencia de primer orden de la velocidad de oxidacidon respecto de
[CrV] fue determinada en una serie de experimentos donde se varié la [Cr]

entre (3,0 - 6,0) x 10° M, manteniéndose constantes la temperatura, [S], y

fuerza idnica.

2.3.3.8. Determinacion de las constantes de velocidad de oxidacion
experimentales, ksexp, para la reaccion Cr'V/sacarido

Con los datos espectrofotométricos obtenidos, se realizaron los
correspondientes graficos de absorbancia a 290 nm vs tiempo, observandose
en todos los casos, un comportamiento bifasico (Figuras 2.8 - 2.12):

(a) la primera parte de las graficas de absorbancia vs tiempo mostré un
rapido crecimiento exponencial simple y se corresponde con la formacién de
la especie CrO** a),

(b) la segunda parte de la curva, mucho mas lenta, corresponde al

decaimiento de la especie CrO,**(,c) a especies de Cr'™,
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2.3.3.9. Analisis del producto de la reaccién Cr'V/sacarido

El producto de oxidacién de la reaccién redox Cr'Y/sacarido fue determinado
por HPLC. A modo de ejemplo, se considera el sistema Cr"/D-glucopiranosa.
Para este sistema, la concentracion de H* de la mezcla de reaccion se ajustd
a 0,2 M por adicidon de HClO4cc). La muestra fue filtrada con una membrana
de 0,2 mm previo a la inyeccion en el sistema cromatografico. Se prepararon
soluciones estandar de acido D-glucdnico, D-glucono-1,5-lactona y D-
glucopiranosa, y se determinaron sus valores de R:; cromatograficos
separadamente.

La mezcla de reaccion CrIV/D-qucopiranosa mostré dos sefales, con Ry =
6,24 min y R, = 7,16 min (Tabla 2.1). Sabiendo que el medio acido favorece
el proceso de lactonizacion [94] y considerando que solo se observd la senal
de la lactona (Rt1) en el cromatograma, la segundo sefial (Ry,) se asignd a la
especie Cr0,*" ) remanente en la mezcla de reaccidn. Esto fue confirmado
luego, usando un estandar de este compuesto, Cr022+(ac), preparado a partir
de H200c) ¥ Cr'iae) [931.

Adicionalmente, se realizd una co-cromatografia, mostrando el incremento en

la sefal de la D-glucono-1,5-lactona a 6,23 min.
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Tabla 2.1. Deteccion por HPLC del producto de oxidacion
organico de mezclas de reaccion Cr'Y/D-glucopiranosa

Sacarido Tiempo de retencion, R; (min)
acido D-gluconico 10,76
D-glucono-1,5-lactona 6,23
CrO** 7,16
mezcla de reaccion 6,23y 7,16

2.3.3.10. Determinacion de los parametros termodinamicos de la
reaccion Cr'V/sacarido

Para poder determinar los parametros de activacion correspondientes a la
reaccion Cr'/sacarido, se realizaron nuevas mediciones cinéticas con los
sustratos D-glucopiranosa y D-galactopiranosa, en las condiciones
experimentales detalladas para el estudio cinético, pero variando la
temperatura dentro del rango 10 — 30 ©C. Los valores de constantes de
velocidad a cada temperatura se graficaron en funcion de T (K), para obtener

los valores de los parametros de activacion.



2013
Capitulo 3: Estudios cinéticos de la oxidacidn de sacaridos por Cr' ‘

2.3.4. Estudio de la reaccidon Cr''/sacarido

2.3.4.1. Evolucion en el tiempo de mezclas de reaccion Cr''/sacarido
La evolucion en el tiempo de la mezclas de reaccion Cr'Y/sacarido se realizd
mediante seguimiento espectrofotométrico de las mezclas de reaccion en
solucién acuosa. Las concentraciones de sacarido y Cr'! asi como la acidez del
medio fueron seleccionadas de acuerdo a la velocidad de la reaccién redox y

la solubilidad del sustrato organico.

Estudios cinéticos de la oxidacion de sacaridos por Cr”’ de sacdridos solubles
en medjo acuoso

En un experimento tipico empleado en el sistema Cr'"/Galur, se prepar6 una
mezcla de reaccidon conteniendo: [Galur] = 0,6 M, [HCIO4] = 0,1 M, I=1,0 M
y [Cr'] = 0,6 mM, a una temperatura de trabajo de 33 °C. A dicha mezcla se
le realizaron espectros secuenciales entre 200 — 800 nm cada 5 min hasta

consumo total del Cr'.

Estudios cinéticos de oxidacion por Cr'" de sacaridos poco solubles en medio
acuoso

Glucar es, de los tres sustratos estudiados, el que presenta menor
solubilidad en agua. Para este caso, la evolucidn en el tiempo de la mezcla de

reaccién Cr'"/Glucar fue preparada como se detalla a continuacion.
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Se prepararon 10,0 mL de una mezcla conteniendo: [Glucar] = 50 mM,
[HCIO4]= 0,15 M, I = 1,0 M. La mezcla fue calentada a 33 °C y rapidamente
mezclada con 370 pL de una solucién de Cr'' 0,0540 M de manera que la
concentracién de Cr'' en la mezcla de reaccién resultd ser 2,0 mM (relacion
S/Cr'! 25:1). Inmediatamente se realizaron espectros secuenciales, entre 200
- 800 nm, cada 5 minutos, hasta la desaparicion de Cr'! y aparicidén de las

especies de Cr'™.

2.3.4.2. Deteccion de los intermediarios de reacciéon CrV/Cr! en
mezclas de reaccion Cr'*/sacarido

La posible formacién de Cr'Y/Cr' en mezclas Cr'"/sacarido se realizd mediante
seguimiento espectrofotométrico en la regiéon entre 200 - 500 nm. En caso de
formarse Cr'' en estas condiciones, rapidamente es convertido por el O,
presente en la especie Cr022+(ac), cuyas bandas de absorcidn caracteristicas
(290 y 245 nm [39,40]) pueden ser detectadas. Las mezclas de reaccion para
cada sustrato se prepararon conteniendo las cantidades que se indican a

continuacion:

- [GHL] = 0,2 M, [HCIO4] = 0,2 M, [Cr'] = 0,03 mM, I = 1,0 M.
- [Galur] = 15,0 mM, [HCIO4] = 1,0 M, [Cr'"] = 0,07 mM, I= 1,0 M.

- [Glucar] = 50,0 mM, [HCIO4] = 0,3 M, [Cr'] = 0,01 mM, I =1,0 M.
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Las mezclas fueron incubadas a 25 o 15 °C; en una cubeta de cuarzo, de 1,0
cm de paso 6ptico, cerradas con septum. A continuacidon se saturaron en
oxigeno (1,26 mM) y finalmente se les inyectd solucién de Cr'.

Para los sustratos GHL y Galur, cuando la [Cr'"] resultd despreciable, se
adiciond una solucién 1,5 x 10* M de Fe" .y para confirmar la identidad de la

especie CrO;*" ) (ec 2.2).

2.3.4.3. Estudios cinéticos Cr''/sacarido

2.3.4.3.1. Estudios cinéticos para sacaridos solubles en agua:
sistemas Galur/Cr'' y GHL/Cr"!

El estudio cinético de la reaccién Cr'Y/sacérido, para los sustratos GHL y
Galur, se realizd mediante seguimiento espectrofotométrico de la
desaparicion de la especie Cr?, a 350 nm. El monitoreo de los valores de
absorbancia se realizd hasta un valor de al menos un 80 % del valor inicial.
Todas las mediciones se realizaron a un valor de T= 33 °C, I = 1,0 M, [Cr']
en la mezcla de reaccién, para todos los experimentos fue de 6,0 x 10™ M.
Las concentraciones de sustrato y la [H™] se variaron segin se detalla a

continuacion:

- GHL (0,036 — 0,15) M, HCIO4 (0,2 — 1,0) M.

- Galur (0,18 - 0,42) M, HCIO4 (0,2 - 0,97) M.
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Los valores observados de constante de velocidad fueron obtenidos por
ajuste no lineal de los datos de absorbancia y a partir de multiples
determinaciones, con una diferencia no mayor a £ 10 % entre cada
determinacion. La dependencia de primer orden de la constante de velocidad
redox respecto de la [Cr'] fue determinada en una serie de experimentos
donde se varié la [Cr!] entre (3,0 - 6,0) x 10* M, manteniendo constante los

valores de temperatura, concentracion de sustrato y fuerza ionica.

2.3.4.3.2. Estudios cinéticos para sacaridos poco solubles en agua:
sistema Cr''/Glucar

Una de las mayores dificultades para llevar a cabo los estudios cinéticos de la
interaccion entre Cr'! y Glucar es la baja solubilidad de este sustrato. A 33 °C
y I igual a 1,0 M la determinacion experimental de la solubilidad de este
sustrato fue < 50 mM.

El monitoreo de la evolucidn de la reaccién por seguimiento de la [Cr'] vs
tiempo utilizando espectrofometria UV-vis requiere que la concentracién de
Cr'! en las mezclas de reaccién se encuentre en el orden de (6 — 8) x 10 M
(L = 350 nm, ¢ = 1200 - 1300 M* cm™ [95,96]). Para trabajar en condiciones
de aislamiento y evitar reacciones de sobre - oxidacion del sustrato y/o del
producto de oxidacion organico obtenido de la oxidacion cromica de Glucar,

es necesario emplear relaciones Glucar/Cr"! iguales o superiores a 50/1. Sin
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embargo, debido a la baja solubilidad del sustrato, no se puede obtener esta
relacion. Para resolver el problema experimental planteado, se decidié
emplear un método alternativo en el cual el monitoreo en el tiempo de la
[Cr'] se realizd utilizando la reaccion de la DFC en medio acido [97]. La
reaccion entre la DFC y el Cr'! genera un compuesto coloreado y estable con
una banda de absorcién intensa a 540 nm (¢ = 40.000 Mcm™) a pH 1,0
(Figura 2.15) [98]. La reacciéon que ocurre entre el Cr'! y la DFC genera
difenilcarbazona (DFCO) y Cr', ec. 2.7. Estos dos compuestos reaccionan

entre si para dar un complejo color violeta, ec. 2.8, que absorbe a 540 nm,

Figura 2.15.
I\‘[H —NH ——GCgHs NH ——NH ——CgHs
—cC + 2HCrO4' +8H+ B — 3 O:C“ + 2c|’3++8H20
| | (2.7)
NH —NH — CgHs N =—— N — CgHs
Difenilcarbacida Difenilcarbazona (DPCO)
Cr'™ +DPCO — Cr™ —DPCO (2.8)

Color violeta

Esta reaccion es muy sensible y puede detectar Cr'! inclusive cuando éste se

encuentra a nivel de trazas. La sensibilidad alcanza el valor de 0,01 mg/L
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[98]. Esta reaccion se da en medio acido (pH = 1,0) y se ha demostrado que
a un pH superior a 4,0 no se desarrolla el color del complejo, es decir no hay

reaccion [98].

12 -
] 540 nm

104

08 -

06 -

0,4 -

Absorbancia

0,2

0,0

4(30 ‘ 5[I)0 ' 6[I)0 ' 7(T)O
Longitud de onda (nm)

Figura 2.15. Espectro del complejo DFCO-Cr'™ generado por reaccién entre Cr'' y DFC.

Condiciones: [Cr''] = 1,0x 10° M, pH = 1,0, T = 25 °C, DPC = 8,2 mM.

Para la determinacion del rango de linealidad entre la Absorbancia a 540 nm
y la concentracién de Cr*! se realizé una curva de calibracidn por triplicado. La
concentracion de Cr'! se varié entre (3,0 x 10® - 2,5 x 10°) M, el pH se
mantuvo constante (pH = 1,0) y se trabajé a temperatura ambiente. A estas
soluciones se les midi6 absorbancia a 540 nm luego de 10 minutos del
agregado de DFC. La curva de calibracién generada por la reaccién Cr''/DFC

se muestra en la Figura 2.16.
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Figura 2.16. Curva de calibracién pora la reaccién Cr'//DFC. Condiciones: pH = 1,0, T = 25
oC, DFC = 8,2 mM, A = 540 nm.

Como se puede observar, la recta obtenida indica el cumplimiento de la ley
de Lambert-Beer. A partir de la pendiente de la grafica de absorbancia a 540
nm vs concentracion de Cr'! se determind el coeficiente de absorcién molar

de la especie Cr'™-DFCO, € = (40.000 + 500) M* cm™ (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2. Parametros de validacion para determinaciéon de cromo

en solucion

Coeficiente de Correlacién Mdltiple (r) 0,9994
Coeficiente de Determinacién (r?) 0,9998
Pendiente (M cm™) 40.000 + 500
Ordenada al origen 0,0056 + 0,0084
Desviacion estandar (o) 0,011
Limite de deteccion & 8,2 x 107 M (0,037 mg/L)
Rango Lineal (M) 2,5x10°/2,5%x 107

2] Determinado como 3 x o/pendiente

Estudio cinético

En un experimento tipico, se prepararon 50,0 mL de mezcla de reaccion,
conteniendo Glucar (5,0 — 40,0) mM, [HCIO4] (0,1 - 0,5 My I = 1,0 M. Las
mezclas de reaccidn se calentaron a 33 °C en bafio termostatizado y se les
adicionaron 93 pL de una solucién de Cr'' 0,0269 M, de manera de obtener

una [Cr] de 5,0 x 10° M en la mezcla de reaccion. Se tomaron alicuotas de
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1,0 mL a distintos tiempos, a las que se agregé 50 uL de DFC al 1% p/v.
Finalmente, las soluciones se diluyeron con H,SO4 (ac) 0,1 M (pH 1,0) hasta
un V¢ de 5,0 mL. La solucion de DFC al 1,0 % p/v se prepard a partir de la
droga sdlida disuelta en etanol, empleando un sonicador para favorecer su
disolucidn. Los datos obtenidos de absorbancia a 540 nm fueron utilizados
para calcular la [Cr'] en funcién del tiempo de reaccidn. Las constantes de
velocidad observadas fueron calculadas a partir de las graficas de [Cr''] vs

tiempo usando el programa Origin 8.0.

2.3.4.3.3. Determinacion del orden de reaccion con respecto a Cr"!
Se realizaron experimentos cinéticos donde se varié la [Cr'] en el rango (1,0
x 10*-5,0x 10°) M, y el resto de las condiciones se mantuvieron constantes

en: [S] = 30 mM, [HCIO4]= 0,3 M, I =1,0 M, T = 33 °C.

2.3.4.3.4. Influencia de la I sobre el estudio de oxidacion de
sacaridos con Cr"!

Se prepard una mezcla de reaccion conteniendo: [Glucar] =30 mM, [HCIO4] =
0,3 M, Iigual a 0,3 M, a un valor de T de 33 °C. Los resultados obtenidos se
compararon con los correspondientes al estudio cinético a la misma [H*], [S]

yI11,0M.
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2.3.4.3.5. Estudios cinéticos para evaluar la velocidad de aparicion

III

de especies de Cr'"! en sistemas Cr'!/sacaridos

Con la finalidad de obtener mayor informacion cinética de la reaccién redox

I an el

entre el Cr''/sacarido se estudié la velocidad de aparicién de Cr
tiempo.
Para los sustratos GHL y Galur, se siguieron los cambios de absorbancia de

la banda de absorcién a 570 nm, en donde las especies de Cr'™

presentan
un maximo de absorcién. Estos experimentos fueron realizados a una [Cr''] =
6,0 mM (en la mezcla de reaccién), I = 1,0 M.

Se detallan a continuacién las concentraciones de sacaridos, HClO4aq) Y

valores de temperatura de trabajo empleadas en estos experimentos

- [GHL] = 1,4 M, [HCIO4] =1,0M, T = 33 °C,

- [Galur] = 0,70 M, [HCIO4] = 0,50 M, T = 33 °C.

La concentracién de Cr'' empleada en las mezclas de reaccion fueton 10
veces superiores a aquellas utilizadas en los estudios cinéticos realizados a

350 nm; debido al bajo valor de € de la especies de Cr'™

a esta longitud de
onda, € = 17,5 M™* cm™ [99]. A partir de los datos de absorbancia a 570 nm,
se calcularon las constantes de velocidad para la formacién de especies de

CrIII
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2.3.5. Estudios cinéticos y de caracterizacidon de especies
oxoCr'-sacarido

2.3.5.1. Deteccion y caracterizacion de especies oxo-Cr'-sacarido
por RPE

La caracterizacion de las especies oxo-Cr'-sacarido se estudié por RPE en
banda X continua y de pulso (F ~ 9,44 GHz). Los complejos oxo-Cr'-sacarido,
fueron generados de diferentes maneras:

a) intercambio de ligando, empleando el complejo [Cr'O(ehba),]

b) reaccion sacarido/Cr""/GSH [52,54,55,61,62].

Meétodo I se produce una reaccion de intercambio entre [Cr'O(ehba),] vy el
exceso de sacarido, en donde el primer compuesto acttia como donor de Cr.
Método II: el complejo oxo-Cr' es generado mediante la mezcla
sacarido/GSH/Cr'’. En una reaccion redox muy rapida, el GSH reduce al Cr'* a
Cr’ y este Ultimo puede ser coordinado por el sacérido en exceso. La mayor
ventaja de este Ultimo método radica en la rapida generacion de especies

oxo-Cr'-sacdrido en la mezcla de reaccion.

Las mezclas de reaccién para generar los complejos oxo-Cr'-sacarido con los
tres sacaridos estudiados, GHL, Galur y Glucar, se prepararon como se

indica a continuacion:
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- [GHL] = 0,3 M, pH 1,0, [Cr'"] = [GSH] = 0,48 mM, T = 293 K.
- [Galur] = 0,33 M, pH 3,0; [Cr'!] = [GSH] = 0,67 mM, T= 293 K.

- [Glucar] = 0,13 M,pH 1,0 - 6,0; [Cr'] = [GSH] = 1,0 mM, T = 293 K.

Las muestras fueron medidas inmediatamente (RPE de onda continua a
temperatura ambiente) o congeladas en nitrogeno liquido para los
experimentos de RPE/ENDOR (Galur).

Todos los espectros de RPE se simularon usando el programa PEST WinSIM
[100] o el programa EasySpin, una herramienta de Matlab, asumiendo 100 %
de formas lorentzianas en las curvas. Los parametros espectrales de cada
especie oxo-Cr’ para una especie compleja en particular, fueron similares en
todas las simulaciones; con una desviacion maxima de + 0,0001 en el valor
de gio Los valores de “H ajs, fueron incluidos en las simulaciones solo
cuando resultaran mayores que el ancho de linea de las especies oxoCr".

Los parametros de adquisicion de los datos fueron:

- Modulacién de amplitud = (0,2 - 2,0) G
- Ancho de barrido = (5,0 — 180,0) G

- Potencia = 1 mW o 10 mW
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2.3.5.2. Estudios cinéticos de especies oxo-Cr'-sacarido por RPE

Previo a los estudios cinéticos de las especies paramagnéticas oxo-Cr'-
sacarido es fundamental determinar el rango de potencia adecuada a utilizar
en los estudios de RPE. Valores de potencia elevados reducen la intensidad
de la senal de RPE. Por el contrario, valores de potencia demasiado bajos
reducen la relacion senal/ruido. Para encontrar el valor de potencia
adecuado, para el estudio de estas especies, se realizaron curvas de
saturacion; graficando la intensidad de la sefial de RPE vs la raiz cuadrada de
la potencia utilizada, a temperatura ambiente (Figura 2.18) y a baja
temperatura (Figura 2.19). Para realizar este tipo de experiencias, se
selecciond la especie [Cr'O(ehba),]” para obtener la curva de saturacion a
temperatura ambiente (293 K). La eleccion de esta especie se relaciona con
su relativa estabilidad a pH =3,0 y por su estructura similar a las especies
oxo-Cr’ a estudiar. En el caso de los estudios de saturacion a baja
temperatura (50 K) se utilizd la especie oxo-Cr'-Glucar. La preparacién de

esta Ultima especie se explica mas adelante en esta misma seccion.
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Figura 2.18. Curva de saturacidn para especies oxo-Cr' a temperatura ambiente.
Condiciones: [Cr'(0)(ehba),] = 1,0 M, pH = 3,0, T = 293 K, F = 9,44 GHz, Modulacién de la
amplitud = 0,5 G, ancho de barrido = 10,0 G.
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Figura 2.19. Curva de saturacidn para especies oxo-Cr'- Glucar a baja temperatura.
Condiciones: [Glucar] = 0,03 M, [Cr''] = [GSH] = 1,0 mM, T = 50 K, F = 9,44 GHz,
Modulacion de la amplitud = 0,5 G, ancho de barrido = 10,0 G.
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Los resultados obtenidos en las mediciones de RPE de mezclas Cr''/sacarido
(seccién 2.3.5.3) indican la presencia de especies de oxo-Cr'-sacarido en el
rango de pH 1,0 - 6,0 y también a alta [H™] =0,2 M. Si e/ & se acumula en
cantidades significativas debe ser incluido en la ecuacion de ajuste de los
datos cinéticos de la reaccion Cr**/sacdrido. A fin de obtener las constantes
de velocidad de formacion y desaparicion de estas especies se realizd un
seguimiento cinético por RPE.

Las mezclas de reaccién Cr'/sacérido fueron preparadas en forma similar a
las mezclas utilizadas en los estudios cinéticos espectrofotométricos. Se
usaron concentraciones de sustrato y de protones dentro del rango empleado

en los estudios cinéticos. Las condiciones experimentales fueron:

- [sacarido] = (0,045 - 1,0)M, I =1,0M, [H*] =(0,1-0,3) My

[cr'] = (4,7 -1,0) mM.

Los parametros de adquisicion de los datos de RPE fueron:

- Modulacién de amplitud = (1,0 - 2,0) G
- Ancho de barrido = 200 G
- Temperatura = (14 — 20) °C

- Numero de barridos = 1
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2.3.5.3. Estudios cinéticos de especies oxo-Cr'-sacarido por
espectroscopia UV-vis

En el caso de la reaccion de Cr'"/Glucar, la cinética de desaparicidon de las
especies oxo-Cr'-Glucar también fue monitoreada por espectrofotometria
UV-vis como se detalla a continuacion.

La especie Cr'-Glucar se generé mediante el sistema de intercambio de
ligandos, utilizando como especie donora de Cr el complejo K3[Cr¥(O)(LH.).],
(LH, = Glutation) (sintesis detallada en la seccion 2.3.8.5.). Condiciones de

obtencidn de espectros UV-vis de especies oxo-Cr'-sacaridos:

- [Glucar] = (30,0 — 45,0) mM, [K3[Cr'(O)(LH,),] = 5,67 mM, a pH 3,0,

I=10M,T=33°C

Los espectros de las especies oxo-Cr'-Glucar obtenidos por intercambio, se

compararon con los obtenidos a partir de mezclas de:

- Na[Cr¥(0)(ehba),]/Glucar:
[Glucar] = (30,0 — 45,0) mM, [Na[Cr'(O)(ehba),] = 5,5 mM
- Blanco de Na[CrY(0O)(ehba)]:

[Na[CrV(O)(ehba),] = 5,5 mM en buffer ehba 0,1 M (pH = 3,0)
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Mediciones cinéticas de la desaparicion de las especies de oxo-Cr'-Glucar

En una cubeta de cuarzo de 1,0 cm de paso Optico, se pesd una masa de
0,0135 g del complejo Ks[Cr'(O)(LH,),] y se agregaron 3,0 mL de solucién
conteniendo Glucar (30,0 o 45,0 mM), [H*] = 0,3 My I igual a 1,0 M,
previamente incubada a 33 ©°C (temperaturas del estudio cinético
Cr'Y/Glucar). Se agitd rapidamente para lograr la disolucidn total del complejo
y se siguid espectrofotométricamente los cambios en los valores de

absorbancia a 350 nm, durante 1000 segundos.

2.3.6. Analisis de los productos de oxidacion de la reaccion
Cr''/sacarido

A modo de ejemplo, la deteccién del producto organico de oxidacién de
sacaridos por Cr",, se explica para el sistema GHL/Cr".

Los productos de oxidacion organicos de la reaccion GHL/ Cr'' se
identificaron mediante la técnica de HPLC, usando mezclas en donde la
[GHL] >> [Cr'1].

Las soluciones estandar de GHL (2,0 mg/mL), acido D-glucohepténico (1,0
mg/mL), acido D-glucdnico (1,0 mg/mL) y acido férmico (0,02 mg/mL) se
prepararon individualmente en H,SOs (ac) 4,0 x 10> M, el cual fue empleado

como solvente de elucion.
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Los tiempos de retencion cromatograficos (R;) se determinaron
separadamente. El acido D-glucoheptdnico se empled6 como patrén, para
evaluar la posibilidad de la apertura de la GHL.

Se prepararon 50,0 mL de mezcla de reaccién, conteniendo GHL (0,11 mmol)
y Cr'! (0,0051 mmol), relacién Cr'"/GHL 1:20, en [HCIO4] = 0,2 M, T = 33 °C.

Una vez completada la reaccién de reduccién de Cr'! a Cr'

, el pH de la
mezcla se ajustd a 3,0. El ion complejo [Cr(H,0)s]** se extrajo con resina
DOWEX, forma acida. Luego de adicionar la resina, el pH cambié de 3,0 a
1,0. Cuando el pH de la solucién llegd a 1,0, se agregd NaHCO; sdlido para
ajustar nuevamente el valor de pH a 3,0. Finalmente, la mezcla se concentrd
a un volumen de 1,0 mL a 40 °C a presion reducida en un rotavapor. Cada

estandar mostro sefales cromatograficas con diferentes tiempos de retencién

como se puede observa en la Tabla 2.3.
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Tabla 2.3. Deteccion por HPLC del producto de oxidacion organico
de mezclas de reaccion Cr''/GHL

Compuesto Tiempo de retencion, R; (min)
GHL 9,10
acido D-gluconico 8,31
acido formico 13,55
acido D-glucoheptdnico 7,84
mezcla de reaccion 8,31y 13,55

Como se puede observar en la Tabla 2.3, la mezcla de reacciéon Cr'//GHL
mostrd dos picos con valores de R; de 8,31 min y 13,55 min, ademas del
correspondiente a la GHL a 9,10 min. Los tiempos de retencién de estas
sefiales son coincidentes con los de las soluciones estandar acido D-gluconico

y acido formico, respectivamente.

2.3.7. Estudio de lactonizacion de Glucar

Para cada [H'] estudiada se prepararon mezclas de reaccion conteniendo
Glucar (10,0 — 20,0 mM) y T'igual a 1,0 M, en agua deuterada (Vs = 1,0 mL).

Se realizaron espectros secuenciales de 'H RMN y se analizé la evolucién en
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el tiempo de cada solucién para evaluar la posible lactonizacién de Glucar.
Como testigos se prepararon soluciones de igual acidez y fuerza idnica
conteniendo D-glucaro-1,4-lactona (II) y D-glucaro-6,3-lactona (III) (30

mg/mL) a las que se les realizé espectros de 'H RMN.

o OH OH

HO

OH OH O

M (i OH (am

Figura 2.20. Estructuras de Glucar (I) y sus monolactonas, D-glucar-1,4-lactona (II) y D-
glucar-6,3-lactona (III).

2.3.8. Deteccidn de ésteres de Cr'*

La posible formacidn de ésteres de Cr'' se investigd por espectroscopia
diferencial UV-vis en la regién de 350 - 400 nm [101]. La reaccion se llevo a
cabo en el rango de valor de pH = 6,5 - 7,1. El espectrofotometro se llevd a
cero con las celdas (referencia y muestra), conteniendo solucién de Cr al pH
seleccionado (I = 1,0 My rango de T = (20 — 25) °C). Luego, la solucién de
la celda de medicidén se reemplazd por una mezcla de reaccién conteniendo

cr'! (6 x 10® M) y el sacarido ((0,03 — 0,12) M). Los espectros obtenidos
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durante 30 minutos luego de mezclar, revelaron una banda de absorcién a

360 — 390 nm tipica de ésteres de Cr'I [101].
2.3.9. Deteccion de radicales libres

La presencia de radicales libres en la reaccién Cr''/sacarido se determind
mediante el test de polimerizacién empleando acrilonitrilo o acrilamida segun

la técnica descripta por Rocek et a/ [102].

2.3.9.1. Deteccion de radicales libres empleando acrilonitrilo
Sustratos: GHL y Galur

A 0,5 mL de acrilonitrilo se adicionaron 3,0 mL de solucién conteniendo 0,008
mmol de Cr'" y 0,12 mmol de sacérido (GHL o Galur) en HClO4,) 0,63 M a
40 ©°C. Luego de unos minutos, se observd la aparicién de un precipitado

blanco.

2.3.9.2. Deteccion de radicales libres empleando acrilamida

Sustrato: Glucar

A 30,0 mL de una mezcla de reaccion conteniendo Glucar 40,0 mM se le
agregd 1,0 g de acrilamida, en un recipiente cerrado con septum y se paso
una corriente de Ar por 10 min para eliminar el oxigeno. A continuacion se
inyectaron 600 pL de Cr! 0,10 M, para lograr una [Cr''] = 2,0 mM y una

relacion [Cr'"]/[Glucar] = 1:20. La mezcla se dejd reaccionar hasta
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1 3 temperatura ambiente. A continuacion se

conversién total del Cr'! en Cr
tomé una alicuota de 5,0 mL y se le agregaron 20 mL de metanol frio (0 °C),
observandose la aparicion de un precipitado blanco.

Para todos los sustratos, los experimentos control (sin Cr'! o sin agente
reductor) no mostraron formacion de precipitado.

Ademas, la posible reaccién del Cr¥ o el Cr'" con el reactivo de revelado
(acrilonitrilo o acrilamida) se evalud empleando los compuestos de
coordinacién  Na[Cr'O(ehba),] y [CrVO(ehbaH,);]. No se observd
precipitacion en mezclas con los complejos de Cr' o CrY con

acrilonitrilo/acrilamida en las mismas condiciones experimentales usadas en

la reaccion Cr¥!/sacarido.

2.3.10. Determinacion de los valores de coeficientes de

absortividad molar de las especies oxo-Cr"[sacérido

La determinacidn experimental de los valores de los coeficientes de
absortividad molar de las especies GHL y Galur, se realizd mediante la técnica
de intercambio de ligando entre Na[Cr'O(ehba),] y el correspondiente
sacarido [45].

Para obtener las especies oxo-Cr'-GHL se mezclaron 1,0 mL de GHL 1,0 M
con 20,0 uL de Na[Cr'O(ehba);]ae) 0,0250 M, T = 33 °C, pH =3,0, I igual a

1,0 M y relacion [GHL]/[Cr'] = 40:1. Se realizaron escaneos periodicos de la
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mezcla de reaccion entre 200 — 800 nm cada 2,0 min. Por otra parte, se
midieron los cambios de absorbancia a 350 nm vs tiempo en mezclas de
reaccién GHL/Na[Cr'(O)(ehba),] bajo las mismas condiciones experimentales.
Las condiciones empleadas para la determinacion del coeficiente de
absortividad molar de las especies oxo-Cr'-Galur fueron las siguientes: a 2,0
mL de Galur 1,0 M (pH = 3,0 y I = 1,0 M), se agregaron con 10 pL de
Na[Cr'O(ehba),] 5 x 10* M (pH = 3,0) ,T = 33 ©°C, en una relacién
[Galur]/[Cr'] = 2000:1. Los cambios de absorbancia se monitorearon a 350

nm cada 0,2 segundos, durante 800 segundos.

2.3.11. Sintesis complejo Ks[CrY(0)(LH,),]
El complejo K3[CrY(O)(LH,),] (siendo LH, = GSH, Figura 2.20), se sintetizd
segun la técnica descripta en la literatura [101]. A5,0 mL GSH 1,0 M (pH =
7,0), se le adicionaron 5,0 mL K,CrO4 0,1 M, dejandose reaccionar por 150
segundos a una T = 4 °C. A continuacion se agregd sobre la mezcla de
reaccion 60,0 mL de metanol a 0 °C; para permitir que precipite el complejo.
El precipitado se filtré al vacio y se lavé con metanol a 0 °C. Finalmente, se

secd al vacio y se guardd protegido de la humedad y la luz.
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Figura 2.21. Estructura del complejo K5[Cr'(O)(LH,).].

La pureza del complejo se determind por analisis elemental y espectroscopia

RPE; siendo concordante con laos datos de literatura [33].

2.3.12. Determinacion de la especie reactiva de Cr en la
reaccion de oxidacién Cr''/sacarido

En el rango de concentraciones de &cido perclérico y de Cr'! utilizados en los
estudios cinéticos la especie predominante es el HCrO4 [103]. Para asegurar
que la especie reactiva de Cr en mezclas Cr'!/sacérido coincida con la especie
mayoritaria se utilizd el método desarrollado por Sen Gupta et a/. [104].

A pH &cido el Cr'! presenta el equilibrio dado por la siguiente reaccién, ec.

2.9:
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2HCr0, oy == Cr0," () +H.0y, (2.9)

La constante de equilibior K4 (ec. 2.10), presenta un valor = 78 (T = 33 °C, I

= 1,0 M) [105]

_ [Cr2072’] _

K. — _
" hero, ]

/8 (2.10)

Por otra parte, la constante de equilibrio de disociaciéon del HCrO4 (ec. 2.11),

en las mismas condiciones presenta un valor =1,0 x 10”7 [104]:

- - 2-
HCrO, g === Cr0,” a) + H*a) (2.11)

o, _col ] o

Heros ] (212

Empleando las ecuaciones 2.9 y 2.10 se pueden calcular la concentracion de

las especies segun:
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G= [CrVI]TotaI (2.13)
[HCrO4] = 2x (2.14)
[Cr0/%4] = G — X (2.15)

Reemplazando en Ky, y trabajando matematicamente, resultan las ec. 2.16 y

2.17:

C-X
Ka= (2x)? (2.16)
4Kax? +x -G =0 (2.17)

Los valores de la kexp (constante de velocidad de desaparicion de Cr'") fueron
corregidos para diferentes concentraciones de Cr'! total teniendo en cuenta
las concentraciones de HCrOs y de Cr,0;% presentes en los diferentes

equilibrios, ec. 2.18 y 2.19



v
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k =k oo [Cr " ]Total

cort [Cr2072‘] (2.18)

—k,, [CrVI ]Total
p [CrO 42‘]

corr2

(2.19)

Asi, utilizando las ec. 2.10 — 2.19 se puede construir la Tabla 2.4. Los
resultados de la Tabla 2.4, indican una dependencia de pseudo primer orden
de la A con la [HCrO4].

El decaimiento de la absorbancia en el tiempo del sistema Cr'Y/Glucar puede
ser ajustado con la siguiente ecuacién exponencial simple:

[CrVI] — [CrVI]O gkexpt

En la ecuacidn anterior, k.., representa la constante de velocidad de
desaparicién de Cr'! en el tiempo.

Por otra parte, los estudios cinéticos de la oxidaciéon de GHL y Galur por Cr"!
muestran un perfil cinético de desaparicion de Cr'' completamente diferente.
Como se explica mas adelante (5.3.1 y 5.3.2), los ajustes de los datos de la
variacién de la absorbancia en funciéon del tiempo requieren una ecuacion

mas compleja que considera dos tipos de constantes. Para la identificacion de
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la especie reactiva, en los sistemas Cr''/GHL y Cr''/Galur, solo se considera
la constante de velocidad relacionada con la desaparicién de Cr'! a la que
denominaremos ku»s €n esta seccion.

Las Tablas 2.5 y 2.6 indican una dependencia de pseudo primer orden de la

kcorrcon la [HCrO4'] para ambos sistemas.



Tabla 2.4. Dependencia de la constante de velocidad de pseudo primer orden con la concentracion de HCrO, y

Cr,0,%: identificacion de la especie reactiva de Cr para el sistema Glucar/Cr"".

Relacion [Cr' o [Cr.0,7] [HCrO,4] Kexp Keorr1 Keorr2
Glucar/Cr"! (10° M) (10° M) (10 M) (min™?) (min™) (min?)
600/1 6,6 1,27 1,29 0,023 + 0,003 1,17+ 0,16 0,012 + 0,001
500/1 8,0 1,86 1,56 0,020 + 0,002 0,82 + 0,09 0,011 £ 0,001
400/1 10,0 2,87 1,94 0,019 + 0,002 0,66 + 0,07 0,010 £+ 0,001
300/1 13,4 5,05 2,58 0,019 + 0,002 0,47 + 0,05 0,009 + 0,001

@ [Glucar] = 40 mM, [H*]1=0,3M,1=1,0M, T = 33 °C, [Cr'"], = (0,0066-0,0134) mM.
kcorrl = kexp X [CrVI]O/[Cr2072_], I<corr2 = kexp X [CrVI]O/[HcrO4_]
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Tabla 2.5. Dependencia de la constante de velocidad de pseudo primer orden con la concentracion de HCrO, y

Cr,0,%: identificacion de la especie reactiva de Cr para el sistema GHL/Cr"".

Relacién [Cr' 7o [Cr.0,7] [HCrO.]
kObS kcorr1 I(corr2
GHL/CcrV! (10 M) (10° M) (10 M)
300/1 2,0 1,1 3,80 0,040 0,72 0,021 £ 0,0002
150/1 4,0 4,0 7,20 0,037 0,37 0,020 £ 0,0002
100/1 6,0 8,3 10,3 0,036 0,26 0,021 £ 0,0002
75/1 8,0 13,7 13,3 0,035 0,20 0,021 £ 0,0002
60/1 10,0 20,0 16,0 0,033 0,16 0,021 £ 0,0002

I [GHL] = 0,06 M, [H']=0,6 M, I=1,0M, T = 33 °C, [C'], = (2,0 — 10,0) x 10* M.

Keorrt = kexp X [CrVI]O/[Cr2072_], Keorr2 = kexp X [CrVI]O/[HcrO4_]
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Tabla 2.6. Dependencia de la constante de velocidad de pseudo primer orden con la concentracion de HCrO, y

Cr,0,%: identificacion de la especie reactiva de Cr para el sistema Galur/Cr"".

Relacién [Cr'']o [Cr,0,%] [HCrO.] Kobs

Keorr1 Keorr2
Galur/Cr"" (10 M) (10° M) (10 M) (min™) (min™) (min™?)
400/1 1,5 0,64 2,90 0,047 1,10 0,024 + 0,0002
300/1 2,0 1,10 3,80 0,043 0,78 0,023 = 0,0002
200/1 3,0 2,80 5,50 0,038 0,41 0,021 + 0,0002
100/1 6,0 6,0 10.30 0,035 0,35 0,020 + 0,0002

I TGHL] = 0,06 M, [H*]=0,6 M,I=1,0M, T = 33 °C, [Cr'"], = (2,0 — 10,0) x 10* M.

kcorrl = kexp X [CrVI]O/[CrZO72-]/ kcorr2 = kexD X [CrVI]O/[HcrO4-]
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3.1. Consideraciones generales al estudio cinético de la

oxidacién de sacaridos por Cr"
En este capitulo abordaremos el estudio de la reactividad de la especie Cr'Y
frente a distintos sacaridos, acidos y neutros, en medio acido acuoso. La
especie Cr'¥ es relativamente inestable [38,39] por lo que debe ser genarada
in situ, en presencia de los sustratos elegidos. El método de generacion de

CrY, se constituye entonces, en el primer punto a discutir.

Generacion de CY por reaccion directa de Cr** con As™ en presencia de
exceso de ligando.
Una técnica, empleada por diferentes investigadores es la generacion

de Cr a partir de la reaccidn redox entre Cr'' y As™

(agente reductor de dos
electrones) en medio débilmente acidico (pH 2,0 — 4,0) y en presencia de un

exceso de ligando (L) [45,106,107], de acuerdo a la ec. 3.1:

CrVI(ac) + ASHI(ac) +L > CrVI -L- ASHI (ac) (31)
Cr'—L— As™ @) > Cr" —L(ao) + As' (ao) (3.2)
CrVI(ac) + ASHI (ac) — CrIV (ac) + ASV(ac) (33)
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Sin embargo, este método presenta una serie de inconvenientes que lo hacen
poco apropiado para nuestro trabajo. Para que la reaccion Cr'//As™ forme
Cr" es condicién indispensable la formacién previa de un aducto ternario
Cr'-L-As™ estable, ec 3.1. Si el aducto es lo suficientemente estable, se
produce la tranferencia electronica intramolecular y por lo tanto se genera
CrV-L y As¥ como lo muestran las ec. 3.2.

Muy pocos /ligandos orgdnicos forman aductos Cr'-L-As™ estables que
favorezcan la reduccidon intramolecular del Cr'' a Cr'". Los ligandos que
presentan esta caracteristica son a-hidroxiacidos terciarios, tales como los
acidos: 2-hidroxi-2-etil-butanoico (ehba) (I), 2-hidroxi-2-metil-butanoico
(hmba) (1) y el &cdo  quinico  ((1R,3R,4R,5R)-1,3,4,5-

tetrahidroxiciclohexanocarboxilato(2-)) (III), Figura 3.1.

OH OH HO™"

(I) (1I)

(111)
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Figura 3.1. Estructuras de los compuestos a-hidroxiacidos terciarios: acido 2-hidroxi-2-etil-
butanoico (ehba) (I),; acido 2-hidroxi-2-metil-butanoico (hmba) (II), , y acido quinico:
((1R,3R,4R,5R)-1,3,4,5-tetrahidroxi ciclo hexano carboxilato (2-)) (III).
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Obtencion de complejos Cr'V-L (L = sacarido) por intercambio de ligandos
[45]

Este método de obtenciéon de complejos Cr'V-sacarido por intercambio de
ligandos (ec. 3.4), implica trabajar a un valor de pH donde las especies
donora y aceptora de Cr" sean suficientemente estables como para permitir
el intercambio de ligando. En la mayoria de los casos, este valor de pH es
desconocido. Por otra parte, la reaccion de intercambio de ligando debe ser
completa, para poder asegurar que los datos obtenidos y constantes cinéticas
determinadas, correspondan realmente al sacarido bajo estudio y no a una

mezcla de complejos Cr'V-sacarido y Cr'V-ehba.

[CI‘IV (ehba)z] (ac) +sacarido,, — [CrIV (sacérido)] (ac) + 2(ehba)(ac) (34)

La reaccion de intercambios de ligandos indicada en la ec. 3.4 no se completa

en un 100 %.

Obtencion de la especie C"Y "in situ”

Esta metodologia consiste en la generacién in sitv de Cr" a partir de Cr'' y
oxigeno (en presencia del sustrato a estudiar) [39,62]. La técnica fue
detallada en la secciéon 2.3.3.3, del capitulo 2, Materiales y Métodos. El

Esquema 3.1 resume sus diferentes etapas.
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Cr u(ac} + OZ{M} - Cm22+£nc} + Crwiac} + Crmhc}

Sacarido

Etapa lenta
Sacarido
oxidado

Crlae) +0yg) > Cr0%%(a) > - O,

Esquema 3.1. Reacciones que describen la generacion de Cr"'y la reaccién Cr'V/sacarido.

Las etapas 1, 2 y 3 del Esquema 3.1 son las que se relacionan con el estudio
cinético de la reaccién Cr'-sacérido, para generar la especie redox final
Cr022+(ac).

La efapa 1 muestra la generacién de Cr" a partir de la reaccién del Cr" con
oxigeno, una reaccién rapida. Como se comentd previamente en la seccion
Materiales y métodos, el Cr'¥ (generado in situ) reacciona con el sacérido en
estudio para dar Cr' y sacarido oxidado, etapa 2. El Cr' generado por
reduccidon con el sustrato organico, es atrapado por el oxigeno en forma
rapida y eficiente, con un valor de constante de velocidad de formacion de la
especie CrO*"ny k = 1,6 x 108 M s [90]; para producir en forma
cuantitativa, CrO** ) (etapa 3) [37-39]. La reaccidn de generacion CrO** a
ha sido ampliamente estudiada aplicando diversas técnicas como: radidlisis

de pulso [91], espectrometria UV-vis [93] y espectroscopia Raman [108].
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El Cr022+(ac) generado en la efapa 3 se descompone luego lentamente en

especies de Cr',.), etapa 4. Es importante destacar que:

a) Las etapas 1 y 3 son rapidas mientras que la etapa 2 es lenta. Por lo tanto,
la etapa 2 resulta ser la etapa determinante de la velocidad del proceso
global de oxidacién del sacarido por Cr".

b) Debido a que el Cr'l generado en la etapa 2 se trasfoma rdpida y
cuantitativamente en CrO;** o, la velocidad de aparicion de esta dltima

especie se relaciona directamente con la velocidad de desaparicién de Cr".

El estudio cinético del proceso redox Cr'Y/sacarido consiste en medir los
cambios de absorbancia en el tiempo debidos a la aparicion de CrO** ().
Como se menciond previamente, /a velocidad de aparicion del CrO5" () €s un
reflejo directo de la velocidad de reaccion entre el G y el sacarido.

Otras caracteristicas importantes relacionadas con la eleccion de ésta especie
para el monitoreo de la reaccién redox Cr"V/sacérido y que se han comentado

con detalle en el capitulo 2, Materiales y métodos son:

a) Posee un espectro definido y caracteristico en solucién acuosa [38,39].
b) Es suficientemente estable durante el tiempo requerido para realizar las

mediciones cinéticas (esta especie aparece rapidamente a partir del Cr"
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formado (etapa 3) y se descompone lentamente en especies de Cr'™

4).

(etapa

¢) Ninguna otra especie, ademas del Cr022+(ac), absorbe a 290 nm.

d) No se observaron reacciones CrO,**/sacérido.

e) La etapa 4 (descomposicion del Cr022+(ac)) es 100 veces mas lenta que la
etapa 2 (formacién de Cr022+(ac)). Por lo tanto, es valido suponer que el
CrO~* es el producto final de la reaccion redox Cr'/sacdrido y asi obtener
informacion cinética solo del crecimiento exponencial de la curva de
absorbancia a 290 nm.

Es importante destacar, que para cada uno de los sustratos elegidos, la
identidad de la especie CrO,**(s¢) generada, durante la reaccién de oxidacién

CrV/sacérido, fue determinada por dos métodos:

a) Verificando en todos las mezclas de reaccion Cr'V/sacarido la presencia de
CrO,** mediante su espectro caracteristo. En todos los casos se controld que
la relacién de Absy4s/Absyg presentd un valor = 2,2 [39,90,91] (Materiales y
métodos, seccion 2.3.3.4. (a)).

b) Por espectroscopia diferencial, utilizando la reaccién con Fe (Materiales y

métodos, seccion 2.3.3.4. (b)).
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Finalmente, el Ultimo punto a considerar, es la condicion experimental
necesaria para el estudio cinético de la oxidacién de sacaridos por Cr". De
acuerdo con lo expuesto en el Capitulo 2, Materiales y Métodos, las
condiciones experimentales para el estudio cinético deben ser

cuidadosamente elegidas, de forma tal de garantizar que:

a) La reaccién de desproporcidn del Cr" sea despreciable respecto de su
capacidad de oxidar el sustrato organico.

b) La especie Cr022+(ac) sea suficientemente estable como para poder ser
considerado producto final de la reaccidn redox Cr'/sacarido.

c) La velocidad de oxidacién sea suficientemente lenta como para poder ser

medida en un espectrofotdmetro UV-vis convencional.

3.2. Determinacion de la constante de velocidad de

oxidacion, Ksexp
Como se indicd previamente, la velocidad con la que el Cr'Y oxida a cada uno
de los sacéridos estudiados fue monitoreada espectrofotométricamente a 290
nm, a travez de la aparicién de la especie CrO,** (.. En todos los casos, los
datos obtenidos fueron representados en un grafico de Abs,s Vs tiempo,
Figura 3.2. Para todas las mezclas Cr"/sacérido las graficas presentaron un

comportamiento bifdsico, (inserto Figura 3.2). En la primera parte de la
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grafica se observa un aumento exponencial rapido que se corresponde con la
formacion del Cr022+(ac) (etapa 3 del Esquema 3.1). La segunda parte, mas
lenta, se relaciona con el decaimiento de la especie Cr022+(ac) en especies de
Cr'.o) (etapa 4 del Esquema 3.1). Las respectivas constantes de velocidad
experimentales, k4, fueron calculadas aplicando un ajuste no lineal,
empleando el 80 % de los datos experimentales de la zona de crecimiento

exponencial, de acuerdo a la ec. 3.5 (deduccién de la ec. 3.5, ver Anexo 1):

Abs=Abs_ +(Abs, — Abs, e ™ =" (3.5)

0,42 -
0,40 -
0,38
0,36 -
0,34 1
0,321
0,30 1
0,28 -
0,26 -
0,24 1

Absorbancla a 290 nm

Absorbancia a 290 nm

T : T = T : T

0 5 10 15 20 25

t (s)

Figura 3.2. Ajuste de los datos de absorbancia vs tiempo para la reacciéon Cr'/D-glucosa.
Condiciones: [D-glucopiranosa] = 5,0 mM, [H*] = 0,3 M, [CrV] ~ 0,07 mM, [0,] = 1,26 mM,
T=150°C, I = 1,0 M. Inserto: Perfil cinético de la oxidacién de sacéridos por Cr". El ajuste
de los datos experimentales fue realizado usando la ec. 3.5.
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La Figura 3.3 nos permite apreciar el efecto de la [S] sobre s, para los
sacaridos no acidos. Como se puede observar, para todos estos sustratos se
obtiene una familia de rectas con ordenada al origen igual a cero, las
pendientes de estas lineas representan las constantes bimoleculares de
velocidad de la reaccion Cr'/sacarido, detalladas en la Tabla 3.1. Para
ninguno de los sacaridos neutros estudiados se observd dependencia de la
constante de velocidad, kaexp, con la [H'], en el rango (0,1 — 0,6) M. De esta
forma, la ley de velocidad experimental para la reaccién redox Cr'Y/sacarido

neutro, puede expresarse como se indica en la ec. 3.6:

_d[CrV] _ d[CrO,"']

it it = k,[sacarido][Cr"] (3.6)
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@ D-glucopiranosa
@ 1-metil-a-D-glucopiranosa
@ D-glucitol
024 @ 2-desoxi-D-glucopiranosa
f = [# @ 3-O-metil-D-glucopiranosa
g Vy @ 6-desoxi-L-galactopiranosa
/"J @ @ D-galactopiranosa
0,20 - | > 4 @ 1-metil-u-D-galactopiranosa
0,16
a 0,12 1
©
&
0,08
0,04
0,00 T T T T T
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010

Figura 3.3. Efecto de la [sustrato] sobre Ksex,. Condiciones: [CrY] ~ 0,07mM, T=150°C, I =
1,0 M, [H] = 0,3 M, [0,] = 1,26 mM. En cada caso, el Cr" se generd por reaccion del Cr"
con oxigeno y se monitored siguiendo el incremento de absorbancia a 290 nm debida a la
formacion de CrO;** o)-
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Tabla 3.1.Constantes bimoleculares de velocidad, k,, para sustratos acidicos y no

acidicos.
Sustrato (S) Producto (P) Ks
ustrato roaucto
(Mts?)
OH OH O
s1 HO_~ - on | P1 57+6
OH OH
OH OH
s2 HO_~ - on | P2 45 £ 5
OH OH
H OH
HO HO
H
s3 H 0T/ cifyon P3 34+ 4
OH H u OH OH
H H
HO Ho
OH
s4 H ol /ot P4 1842
H
OH H
H H
HO
ss ul/ o | CHIOH P5 17 +2
on Hp
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H 0
H HOOH 1 O
HO " cmoﬁ/ H
s8 n/ ol /cplon | P8 OH | 141
H O"6n H
OCH3 H H
H H
o HO
OH
so i/ ol /aion P9 91
OCH3 H H

S1) acido D-glucdnico, P1) acido 2-ceto-D-gluconico, S2) D-glucitol, P2) acido D-glucdnico,
S3) D-galactopiranosa, P3) acido D-galacténico, S4) D-glucopiranosa, P4) acido D-
glucédnico, S5) 2-desoxi-a-D-glucopiranosa, P5) acido 2-desoxi-D-glucdnico, $6) 6-desoxi-a-
L-galactopiranosa, P6) acido 6-desoxi-a-L-galacténico, S7) 3-O-metil-a-D-glucopiranosa, P7)
acido  3-O-metil-D-glucénico, S8) 1-metil-a-D-galactopiranosa, P8) 1-metil-a-D-
galactofuranurono-6,3-lactona,  S9) 1-metil-a-D-glucopiranosa, P9) 1-metil-a-D-
glucofuranurono-6,3-lactona. Condiciones: [H*] = (0,3-0,6) M,I=1,0M, T = 15 °C,

El orden de reactividad para los sustratos no acidicos, como se deduce de la
Tabla 3.1 y la Figura 3.3, es el siguiente:

1-metil-a-D-glucopiranosa << 1-metil-a-D-galactopiranosa ~ 3-O-metil-D-
glucopiranosa ~ 6-desoxi-L-galactopiranosa ~ 2-desoxi-D-glucopiranosa ~ D-
glucopiranosa << D-galactopiranosa << D-glucitol.

Se pueden realizar varias observaciones a partir de las estructuras de cada

sustrato y del orden de reactividad obtenido (Tabla 3.1):

a) Los sacaridos de cadena abierta, como el D-glucitol y los sacaridos acidos,
reaccionan mas rapido que aquellos con estructura ciclica.
b) La velocidad de oxidacion de la D-galactopiranosa es casi el doble que la

velocidad de oxidacién de la D-glucopiranosa, indicando que un cambio en la



2013
Capitulo 3: Estudios cinéticos de la oxidacidn de sacaridos por Cr' ‘

orientacion del grupo hidroxilo en el C4 (Tabla 3.1), modifica notoriamente la
reactividad del sacarido frente al Cr".

c) La ausencia de grupo hidroxilo C2 (2-desoxi-D-glucopiranosa) no afecta la
velocidad de la reaccién.

d) La metilacion del grupo hidroxilo de C3 (3-O-metil-D-glucopiranosa) no
afecta significativamente la velocidad de la reaccion.

e) La metilacion del grupo hidroxilo de C1 (1-metil-a-D-glucopiranosa y 1-
metil-a-D-galactopiranosa) reduce notoriamente la velocidad con la que el
Cr"Y oxida al sacarido respecto de la correspondiente aldopiranosa.

De esta forma, y teniendo en cuenta que la reaccion redox
Cr/aldopiranosas, da lugar a productos de oxidacion a nivel del C1 puede
postularse que éste es €l sitio mas reactivo de las aldopiranosas.

La tendencia observada en la reactividad redox de los sacdridos frente al C""
puede ser racionalizada al considerar la relativa inestabilidad de los quelatos
CrV-sacdrido que se forman previo a la reaccion redox. La mayor reactividad
de la D-galactopiranosa con el Cr'Y podria ser consecuencia de la inestabilidad
del complejo Cr-sacérido /nducida por interacciones no enlazantes 1,3-
diaxiales [54,109]. La interaccidn estérica O%*a:H%a en el esteroisémero D-
galactopiranosido podria justificar su mayor mayor reactividad frente al Cr%,
Figura 3.4. Por el contrario, la D-glucopiranosa, con todos los sustituyentes

ubicados en posiciones pseudoecuatoriales, formaria un complejo Cr''-
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sacarido termodinamicamente mas estable, que seria oxidado mas
lentamente que el complejo formado por la D-galactopiranosa, como se
observd experimentalmente. Por otro lado, los resultados mostraron que la
eliminacién del grupo hidroxilo ecuatorial en €2 (2-desoxi-D-glucopiranosa) y
la metilacion del grupo hidroxilo en €3 (3-O-metil-D-glucopiranosa) no
modifican esencialmente la velocidad de oxidacién de estos sacaridos por
Cr". Una posible explicacién para este comportamiento, es que el grupo
sustituyente se encuentra en posicidn pseudo-ecuatorial, por lo que no se
modificaria la estabilidad del anillo. Por esta razdn, los sacaridos D-
glucopiranosa, 2-desoxi-D-glucopiranosa y 3-O-metil-D-glucopiranosa son

oxidados por Cr" practicamente a la misma velocidad.
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Figura 3.4. Interacciones no enlazantes 1,3-diaxiales en sacaridos.



2013
Capitulo 3: Estudios cinéticos de la oxidacidn de sacaridos por Cr' ‘

Observando la 6-desoxi-L-galactopiranosa, Figura 3.4, vemos que hay dos
interacciones de tipo 1,3-diaxial, por los que este sacarido deberia reaccionar
mas rapido que la D-galactopiranosa. Sin embargo, el valor de k4
determinado experimentalmente, revela un comportamiento opuesto. El
resultado obtenido no puede ser explicado, entonces, en terminos de efectos
estéricos. Debe existir otro factor adicional de estabilizacion del complejo
CrV-6-desoxi-L-galactopiranosa que justifique la baja reactividad de este
sacarido (Tabla 3.1). Una posible explicacion seria una diferente
conformacién de la aldosa en el complejo intermediario. EI mismo
comportamiento se observd para la oxidacion de 6-desoxi-L-galactopiranosa
por Cr'' [109].

Finalmente, en solucidn acuosa, los sacaridos estan en rapido equilibrio entre
sus formas ciclicas y abiertas. Sin embargo, la baja concentracion de la forma
abierta [110] presente en las soluciones de D-galacto y D-glucopiranosa y la
alta reactividad de las formas o(p)-1-metil-galactopiranosa respecto a a(f)-1-
metil-glucopiranosa con Cr! [109] indican que la forma reactiva de los

sacaridos es la ciclica.

3.3. Parametros de activacion

Con el objetivo de obtener informacion de los parametros de activacién de la

reaccién del CrY con los sustratos D-glucopiranosa y D-galactopiranosa, estas
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reacciones se estudiaron a diferentes temperaturas (10 — 30 ©C). Los datos
experimentales pudieron ser ajustados empleando la ecuacion de Arrhenius
(ec. 3.7), que relaciona la dependencia de la constante de velocidad con la
temperatura. Los resultados también pudieron ser ajustados con la Ecuacion
de Eyring, que resulta de la Teoria del Estado de Transicion, en su forma

exponencial (ec. 3.8) o en su forma logaritmica (ec. 3.9):
_| Ea
k=Ae (%) (3.7)

K kg T o-(a5"/R) g-(aH*/RT)

k= h (3.8)
| (kj (kj AS*  AH?
n—|=In| = |+ —

T h R RT (3.9)
Donde:

k Constante de velocidad del proceso en estudio
A Factor pre exponencial o factor de frecuencia
E. Energia de activacion de Arrhenius

T Temperatura en grados Kelvin

ks Constante de Bolztman = 1,38065 x 1072 J K™!
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h Constante de Plank = 6,62606876 x 10>% J s
R Constante de los gases = 8,3145 J molK*
k “Factor de transmision = 1, para todas las reacciones en solucion

AH* y AS* entalpia y entropia estandar de activacién

Estos dos Ultimos parametros corresponden a la formacion del complejo Cr''-
sacarido en el estado de transicion [111].

Construyendo la grafica del In (k/T) vs T, Figura 3.5, conocida como
"verfiles de temperatura”, se puede obtener AH* a partir de la pendiente, y
dado que In (ks/h) y R son valores conocidos, la interseccion de la grafica con

el eje y, nos permite calcular AS*.
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@ D-galactopiranosa
@ D-glucopiranosa

?

0,00330 0,00335 0,00340 0,00345 0,00350 0,00355 0,0036
T (KD

Figura 3.5. Perfil de temperatura para las reacciones D-galactopiranosa y D-glucopiranosa
con Cr", Condiciones: [Sustrato] = 1,0 mM, I = 1,0 M, [C"] ~ 0,07 mM, [O;] = 1,26 mM, T
=10-30°C, [H'] = 0,30 M.

En la Tabla 3.2 se comparan los valores de AH* y AS* con los parametros de
activacion de la reaccion Cr'V con otros compuestos hidroxilados (alcoholes
primarios, alcoholes secundarios, 1,2-ciclohexanodioles y sacaridos) cuyo

mecanismo es conocido.
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Tabla 3.2. Parametros de activacion para la oxidacion por Cr"V de D-
glucopiranosa, D-galactopiranosa, dioles, metanol, 2-propanol y

ciclobutanol.

Parametros de activacion

AH? AS?
Sustrato ref
(kJ mol™?) (3 mol* K?)

D-glucopiranosa™ 34 -100 [112]
D-galactopiranosa'® 44 -68 [112]
cis-1,2-ciclohexanediol 41 -78 [113]
trans-1,2-ciclohexanediol 51 -48 [113]
metanol 34 -98 [38]
2-propanol 33 -112 [38]
ciclobutanol 46 -61 [38]

(31 | os pardmetros de activacion fueron calculados a partir de la ec. 3.9 y la Figura 3.5.

El andlisis de los parametros de activacion para una serie de reacciones de
Cr" con sustratos homdlogos, que se diferencian en la identidad de algin
grupo funcional, permite determinar si entre AH* y AS* existe una relacion

lineal también llamada relacion isocinética. La existencia de una relacion
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isocinética, permite postular un mecanismo de reaccidbn comun para el
conjunto de reacciones estudiadas. Cuando se presenta una desviacién de la
linealidad, existe una alta probabilidad de que el mecanismo sea diferente al
de las demas reacciones consideradas [111]. Lefner [114] fue uno de los
primeros autores en mencionar que esta “relacion isocinética” indica la
existencia de un mecanismo comun para las reacciones que la presentan. El
criterio desarrollado por este investigador es importante y en la actualidad se
continta utilizando [38,39,111,113,115].

Matematicamente, la relacion isocinética queda expresada en la ec. 3.10:

AH*= AH,* +B AS* (3.10)

siendo AHo* |a ordenada al origen, carente de sentido fisico, y Bla pendiente
de la recta determinada por la representacion grafica de AH* en funcion de
AS*. El valor de B se conoce como temperatura isocinética, expresada en
grados Kelvin (K). A esta temperatura las reacciones transcurren a la misma
velocidad. En la mayoria de los casos descriptos en la bibliografia, el valor de
B esta alejado del rango de temperaturas estudiadas [38,39,111,113,115] y
es mayor que la temperatura media experimental.

La Figura 3.6 muestra la relacion entre AH* y AS* para la reaccion del Cr'v

con los sustratos D-glucopiranosa y D-galactopiranosa. En la misma figura se
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han incluido los pardmetros de activaciéon para la reaccién entre CrV y
diferentes sustratos como alcoholes primarios, secundarios, 1,2-
ciclohexanodioles y fenol (Tabla 3.2). Excepto para reaccion Cr'V/fenol, los
parametros de activaciéon del resto de las reacciones muestran una relacion

lineal (r* = 0,973).

64
56 trans-1,2-ciclohexanodiol
48 fenol (etapa rapida)
_~ 7] @ @ ciclobutanol
'6 40 . D-galactopiranosa
S 1 isopropanol cis-1,2-ciclohexanodiol
g 32 metanol
#I D-glucopiranosa
<] 244
- fenol (etapa lenta
164 o (etap )
T T T T T T T T T T I T
-140 -120 -100 -80 -60 -40

AS* (3 molK™)

Figura 3.6. Grafico de AH* vs AS para la reaccidn de alcoholes primarios, secundarios, 1,2-
ciclohexanedioles y sacaridos con Cr". Los datos fueron ajustados con la ec. 3.10.

El valor de B obtenido a partir de la pendiente de la Figura 3.6 se
correspondié con un valor = 340 + 40 K (63 + 6°C), y resultd superior a las

temperaturas experimentales estudiadas (10 - 30°C).
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Es importante destacar que los graficos lineales de AH* vs AS* pueden ser el
resultado de errores experimentales cometidos al azar en su determinacion
[116]. Por ello, para decidir si /a relacion isocinética encontrada es real, y por
lo tanto se corresponde con una Serie de reacciones con un mecanismo
comun, es conveniente utilizar la ecuacion de Arrhenius (ec. 3.7) y realizar la
representacion de In k vs T, su forma logaritmica, ec. 3.11. La obtencidn de
una correlacion lineal permite concluir sobre la existencia de una genuina

"serfe de reacciones” con un mecanismo comun.

In(k)=In(A)-=2 (3.11)

Como se puede apreciar en la Figura 3.7, la aplicacion de esta forma de
representacidon, In (ks) vs T3, al estudio de las reacciones Cr'/D-
glucopiranosa y Cr'V/D-galactopiranosa da lugar a dos rectas (r*> = 0,980 y
0,996) que se cortan en un punto. £/ punto de interseccion de las rectas
representa la inversa de la temperatura isocinética (B). A partir de este punto
se puede calcular la temperatura isocinética que resultd tener un valor muy
cercano al calculado a partir la pendiente de la gréafica de AH* vs AS* de Ia

Figura 3.6, validando de esta manera la relacion isocinética.
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5,2 -\ @ D-galatopiranosa
] @ D-glucopiranosa

48 -
4,4 -
4,0 -
3,6
3,2 -

In k

2,8
2,4 -

2,0
16 Temperatura isocinética 56 + 6 °C

0,0030 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036
-1
1/T (K7)

Figura 3.7. Representacion del Ink, vs T para la reaccion de Cr" con la D-glucopiranosa y la
D-galactopiranosa.

El mecanismo de oxidacion por Cr de los alcoholes lineales y ciclicos
mencionados previamente, ha sido demostrado por Espenson et al. [38,113],
como una transferencia de hidruro desde el sacdrido hacia el Cr, Esquema

3.2.
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CrO2* .y + R,CHOH )
» [CrO----H---CR,OH]?* oy >

» CrOH* 5y + RoCOpy + HY (5

Esquema 3.2. Reacciones propuestas para la transferencia de hidruro. CrO** = Cr", R,CHOH
= sustrato, R,CO = sustrato oxidado.

La Figura 3.6 demuestra claramente la existencia de una relacidn isocinética
por ende hace posible postular que la oxidacién por Cr de alcoholes y de
sacaridos comparten el mismo mecanismo de reaccion.

La excepcién la constituye el fenol, que presenta dos pares de valores de
pardmetros de activacion, uno por cada etapa de la reaccién Cr'V/fenol [117],
que se desvian de la recta comdn. Efectivamente, la reaccion del Cr'Y con el
fenol transcurre por un mecanismo totalmente diferente [117].

Por otro lado, la formacion de la especie CrO,**( es evidencia de la
formacién de Cr como producto directo de la reaccién del Cr'v con el
sustrato organico (alcoholes, aldehidos, acidos carboxilicos) [39,64].

En lugar de una reduccion por dos electrones podriamos pensar que el Cr'
oxide al sacdrido por una via monoelectronica para generar G y radicales
libres orgénicos. Luego, el radical libre orgdnico, podria reducir el Cr'™ a Cr' y
éste Ultimo formar la especie CrO,**(a). La reduccion del Cr'™ a Cr'' por el

radical es termodindmicamente posible, ec. 3.12 y 3.13 [38], sin embargo no
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se produce debido a que es muy lenta (k = 5,6 10> L mol* s!) [118]. En

otras palabras, esta reaccidn esta controlada cinéticamente.

Cr(H,0) a0y + € — Cr¥(ao) E°=-0,416V (3.12)

R°a) +H @) +€ — R a0) E°=-0,83V (3.13)

Teniendo en cuenta éste Ultimo argumento, se concluye que la Unica forma
de obtener Cr' (y por por lo tanto, CrO,>*) en mezclas oxigenadas
Cr¥/sacérido es por reduccion de dos electrones de especies de Cr'.

Por Ultimo, no se observid efecto isotdpico cinético cuando la reaccién Cr'Y/D-
glucopiranosa se realizd en agua deutereada (ku/kp = 1,2). Considerando el
efecto isotdpico cinético demostrado con sustratos totalmente deuterados
[38,64,113], sumado a la ausencia de efecto isotdpico cuando se trabaja en
agua deutereada, se propone que la oxidacién de los sustratos D-
glucopiranosa y D-galactopiranosa, ocurre por un /mecanismo concertado de
reduccion bielectronica del G"Y a CF por transferencia de hidruros del
sustrato [113]. Este mecanismo se caracteriza por un valor positivo de AH* y
un valor muy negativo de AS*. El valor negativo de este ultimo parémetro de
activacion es atribuido al estricto requerimiento de orientacion de la

transferencia de hidruro. Se postula que esta transferencia tiene lugar a
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través de un estado de transicidn ciclico muy ordenado similar al propuesto
para la oxidacion de alcoholes por Cr'v [111]. Los Esquemas 3.3 y 3.4
muestran, el mecanismo de reaccidn propuesto para oxidacion de los

sustratos a-D-glucopiranosa y a-D-galactopiranosa por Cr'.
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Esquema 3.3. Mecanismo propuesto para la reaccién de oxidacién Cr"V/a-D-glucopiranosa.
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Esquema 3.4. Mecanismo propuesto para la reaccion de oxidacién Cr'/a-D-galactopiranosa
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Como se indico previamente, la velocidad de oxidacion de las aldopiranosas
por Cr resultd ser independiente de la [H*]. En particular, en los casos de
las reacciones Cr'//D-glucopiranosa y Cr'Y/D-galactopiranosa, la ley de
velocidad experimental resulté valida hasta pH 2,0. Este valor de pH puede
ser encontrado en compartimientos subcelulares como los fagosomas
[12,19,23], lo cudl hace factible la oxidacion de sustratos bioldgicamente
importantes como la D-glucopiranosa y D-galactopiranosa, por la especie

hipervalente Cr"Y generado intracelularmente por reduccién de Cr.

Finalmente, es importante destacar que si bien la formacion del intermediario
de Cr" en la reaccién redox con Cr'! ha sido previamente observada para la
oxidacién cromica de sustratos organicos [44]; solo en wnos pocos casos se
determind la constante de velocidad de la reaccion redox Cr/sustrato
[60,91,95,96]. Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que el Cr”
es una especie mas reactiva, que las especies C'* o Cr¥ con los sustratos
organicos empleados en este estudio. De hecho, la velocidad con la que el
CrV oxida a los sacdridos estudiados es al menos uno o dos Jrdenes de

magnitud mayor que velocidad de oxidacion Cr'/sacérido o Cr**/sacarido.
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3.4. Oxidacién de sacaridos acidos por Cr"Y
Como se demostrd en trabajos previos [62,96], los sustratos acidos como el
acido D-galacturodnico y el acido D-glucurdnico, poseen un comportamiento
completamente diferente cuando reaccionan con Cr. La ley de velocidad
experimental para la reaccion Cr'V/sacarido obtenida para estos sustratos
muestra una fuerte inhibicion del proceso redox al aumentar la [H']. Los
resultados experimentales para el acido D-glucdnico muestran el mismo

comportamiento, como puede observarse en la Figura 3.8.
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Al representar los valores de ksexp VS [acido D-glucdnico] se obtiene una
familia de rectas sin ordenada al origen cuyas pendientes disminuyen con el
aumento de la [H*], ec. 3.14. A partir de las pendientes de esta familia de

rectas se pudieron determinar los valores de kay.

Koo = Kay [acidoD — glucdnico] (3.14)

4exp

La constante kqy, varia linealmente con la [H*]? con una ordena al origen ki

y una pendiente kp, ec. 3.15 e inserto de la Figura 3.8.

Kay =K, + K, [H*}1 (3.15)

Siendo los valores para &y Ap:
ka = (25,5 + 2,4) Ms?

ko = (9,4 £ 0,4) s

La constante de velocidad para la desaparicién de Cr' estd dada por la ec.

3.16:

k, = (ka + kK, [H+Il)[écido D — glucénico | (3.16)



2013
Capitulo 3: Estudios cinéticos de la oxidacidn de sacaridos por Cr' ‘

Reemplazando 3.15 en la ec. 3.14, se obtiene la ec. 3.17, la cual representa

la /ey de velocidad experimental para la oxidacion del acido D-gluconico.

_dier] _
dt

(ka + kb[Hfl)[écido D — glucénico |[CrY ] (3.17)
Su forma y dependencia con la [H*] es similar a la obtenida para la reaccion
de otros sustratos acidos con CrY [38,62].

El Esquema 3.5 muestra la secuencia de reacciones del posible mecanismo
por el cual ocurre la oxidacién del &cido D-glucénico por Cr'V. Debido al
equilibrio entre el acido D-glucénico (HS-COOH) y su base conjugada (HS-
COO0") existen dos especies capaces de reaccionar con el Cr'¥ en dos etapas

en paralelo, para dar Cr"! y producto organico oxidado (P).



2013
Capitulo 3: Estudios cinéticos de la oxidacidn de sacaridos por Cr' ‘

HS-COOH ——— HS-COO +H"
R L NS
cOH"+ p rapida o
rapida o, a0,
aro,2*

Esquema 3.5. Mecanismo propuesto para la reaccién de Cr'v con acido D-glucdnico.

En este esquema, k; y k, representan las constantes de velocidad para la
oxidacién del acido D-gluconico (HS-COOH) y su base congujada (HS-COO"),
respectivamente. Teniendo en cuenta las dos etapas lentas paralelas

llegamos a la ec. 3.18:

k, =k, [HS — COOH] + k, [HS - COO" | (3.18)

Para obtener k4, se debe tener en cuenta la expresién de la constante de

equilibrio, K, ec. 3.19,

_ H][Hs - coo-]

® [HS-COOH] (3.19)
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Considerando que en todo momento, la concentracion total de sustrato se

puede expresar segun la ec. 3.20:

[HS — COOH]; = [HS — COOH] + [HS — COO"| (3.20)

y realizando los correspondientes arreglos matematicos, la ec. 3.14 se

transforma en la ec. 3.21:

k, = bl v koK, [HS — COOH] (3.21)
H] K,

y dado que [H*] >> K, [191], la ec. 3.21 se convierte en la ec. 3.22:
K = (kg + ko K, [H]" ) IHS - coon] (3.22)
y por lo tanto,

_d[CrV] _ d[CrO03']
d¢ dt

= (k, +k,K, [H*] ™) [HS — cooH]; [cr™] (3.23)
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La ec. 3.23 obtenida a partir del mecanismo propuesto esta en total acuerdo

con la ley de velocidad experimental, ec. 3.17, donde:

ki = ka = 25,5 (£ 2,4) M st

y

k2Ka = kp = 9,4 (£ 0,4) s

Finalmente, y teniendo en cuenta:

a) Lo expuesto previamente para las reacciones de oxidaciéon por Cr" de los
sacaridos D-glucopiranosa y D-galactopiranosa.

b) Que la reaccién redox Cr'Y/sacarido produce &cidos alddnicos, por lo cudl
se postulara el C1 como el sitio mas reactivo de las aldopiranosas estudiadas.

c) Que los sacaridos neutros estudiados siguen la misma ley de velocidad
para la oxidacién por Cr", ec. 3.6.

d) Que los sacaridos acidos estudiados siguen la misma ley de velocidad para
la oxidacion por CrY, ec. 3.23.

Se propone para todos los sacdridos estudiados el mismo mecanismo de
oxidacién por Cr"¥ en medio &cido: la reduccion bielectrénica del ¢ a

por transferencia de hidruros provenientes del sustrato (Anexo 2).
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4.1. Caracterizacién de especies sacarido-Cr' por

espectroscopia RPE

La resonancia paramagnética electronica (RPE) es wuna técnica
espectroscopica poderosa, versatil y no destructiva, que se ha convertido en
una de las herramientas mas potentes para la caracterizacién de complejos
de metales de transicién paramagnéticos con sacaridos y biomoléculas. Para
comprender esta técnica, sus aplicaciones y poder interpretar sus resultados,
es necesario introducir primero algunos conceptos basicos sobre sus
fundamentos y los distintos factores que puedan afectar y modificar los
niveles de energia del electrdn y, por ende, de una sefial de RPE.

En ausencia de un campo magnético externo el electron libre no tiene
preferencia por ninguno de los estados de espin posibles, y los dos estados

son energéticamente equivalentes, Figura 4.1.

Figura 4.1. Estados de espin posibles para un electrén desapareado.

Cuando una especie paramagnética -especie que posee electrones

desapareados- se somete a un campo magnético externo (He), aparecen
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distintos estados energéticos que reflejan el desdoblamiento del espin
electronico, debido a la interaccion del campo magnético externo con el
momento de espin del electréon desapareado (ms, cuyo valor puede ser + 12).
Esta interaccion, llamada Efecto Zeeman, se puede representar

matematicamente mediante la ec. 4.1:

E=guH, (4.1)

En esta ecuacidn, g es la constante giromagnética, que para el electrdn libre
vale 2,0036; u es el magnetén de Bohr, cuyo valor es 9,274096 x 102

erg/gauss y Ho es el campo magnético externo aplicado, expresado en
Gauss.

Cuando el campo magnético externo interacciona con los dos posibles
componentes del momento de espin electrénico, genera dos estados cuya

diferencia de energia esta dada por la ec. 4.2:

AE=guH, (4.2)

El resultado final es la aparicion de dos poblaciones, que difieren en su

energia. La diferencia de energia entre las poblaciones es proporcional al

campo aplicado y divergen linealmente a medida que aumenta la intensidad
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del campo magnético externo aplicado. Cuando la muestra paramagnética,
colocada bajo un campo magnético externo, es irradiada con una radiacién
electromagnética, se producira una absorcion de energia al valor del campo
magnético (campo resonante) en el cual la diferencia de energia entre los
estados de espin, AE, coincida con el valor de frecuencia de la radiacion
electromagnética empleada. O sea que se producird absorcion de energia,
cuando se verifigue la ec. 4.3, en la que A es la constante de Plank (6,6261 x
10 %7 ergios s) y v es la frecuencia de la radiacién electromagnética

aplicada:

AE=hv (4.3)

Igualando las ec. 4.2 y 4.3, se obtiene la ec. 4.4, y se llega a la denominada

condicion de resonancia de RPE. La constante giromagnética puede ser

expresada, entonces, mediante la ec. 4.5:

hv=guH (4.4)
g_ho (4.5)
uH, .
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En la Figura 4.2 se muestra el desdoblamiento de Zeeman para dos niveles
de espin electronico degenerados en un sistema con S = 1/2 (momento de

espin electrénico), ms = + 1/2, al aplicar un campo magnético Ho.

Sin campo Con campo
magneético magnético

@ms = +1/2

E=x%gLe

AE=hv=gusB

Intensidad del campo magnético (Ho)

Figura 4.2. Interaccion de un campo magnético externo con el momento de espin electronico
(efecto Zeeman).

Existen diferentes radiaciones electromagnéticas (o bandas) de uso habitual
para trabajar en RPE. Estas se clasifican en funcion de la frecuencia de la
microonda usada. Una de las mads utilizadas es la llamada “banda X', con un
valor de frecuencia de ~ 9,5 GHz, a la que le corresponde un campo

resonante de ~ 3300 Gauss, para el electrdn libre.
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Dado que el valor de campo resonante al que aparece la sefal de RPE,
depende de la frecuencia fija utilizada, no es un parametro adecuado para
identificar una especie. Sin embargo el factor g es independiente de la
frecuencia y por lo tanto resulta mejor para este propdsito. De esta manera,
conociendo el valor del campo y la frecuencia, se puede calcular el valor de g
asociado a la transicidon de espin para cada especie estudiada. Este parametro
espectroscopico brinda informacion Gtil en cuanto al tipo y nimero de atomos
que coordinan al centro metalico: wn electron desapareado es muy sensible al
entorno y puede interactuar con el momento de espin nuclear (I) de los
atomos proximos del ligando que posean I distinto de cero. Clasificamos a
estas interacciones en dos tipos:

a) Los acoplamientos entre el espin electronico de los electrones del metal y
el espin nuclear del propio nucleo metalico originan el desdoblamiento de la
sefal de RPE. Este tipo de acoplamiento se denomina Aiperfino.

b) La interaccién entre el espin electrénico y los espines nucleares de los
atomos del ligando, se denomina interaccion o acoplamiento superhiperfino
(shh).

Ambos acoplamiento producen el desdoblamiento o multiplicidad de la senal
de RPE. La multiplicidad de la sefial generada por acoplamiento con el espin

nuclear de un atomo determinado esta dada por la ec. 4.6, donde n es el
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nimero de nlcleos equivalentes que interactian con el espin electrénico

[120].

multiplicidad de sefial =2 n [ + 1 (4.6)

Las constantes de acoplamiento hiperfino y shf se simbolizan Aiso Y @isor
respectivamente.

Las sefales observadas en RPE pueden ser isotrdpicas o anisotropicas.
Cuando los espines electrénicos en las direcciones x, y, z no pueden ser
diferenciadas para una sefial paramagnética en particular, lo que se observa
es una sefal promedio denominada isotropica. Un sistema es isotropico
cuando existe un valor de g (denominado gis,). En aquellos sistemas que
poseen momento angular orbital y de spin, el valor de g ya no es el mismo
en todas las direcciones y se dice que el sistema es anisotrdpico. La
anisotropia surge por el acoplamiento del momento angular del spin con e/
momento angular orbital, denominado acoplamiento spin-orbita. E| momento
angular de espin se orienta con el campo aplicado, mientras que el momento
angular orbital (asociado al movimiento de los electrones en orbitales
moleculares) se encuentra fijado por la funcién de onda molecular. La
anisotropia también implica que el acoplamiento hiperfino electron-nucleo sea
diferente en las distintas direcciones, es decir, que las constantes de

acoplamiento hiperfino (A) y shf (a), seran ahora distintas en cada direccion.
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La anisotropia es generalmente /mportante en los sistemas inorganicos con
metales de transicion y con los elementos denominados tierras raras. Sin
embargo, cuando una molécula anisotrdpica se estudia en solucidn, los
efectos anisotropicos (debidos a la falta de simetria) se promedian por la
rapida rotacion de las moléculas. De esta manera, los parametros de RPE
obtenidos de moléculas en solucidn se vuelven isotrdpicos.

La especie Cr' posee un electron desapareado, como lo refleja su
configuracién electrénica, [Ar] 3d’. Por este motivo, la espectroscopia RPE
puede aplicarse a los complejos formados entre la especie paramagnética Cr¥
y los sacaridos en estudio. Los parametros espectroscopicos que se pueden
obtener por RPE, Giso;y Aiso Y aisoy junto con la multiplicidad de la sefal de
RPE brindan suficiente informacion como 'para caracterizar los complejos en
solucion”. Esta es una ventaja muy importante si tenemos en cuenta que
estos complejos oxoCr'-sacarido son relativamente inestables y muy dificiles
de aislar.

En la naturaleza el Cr¥ existe como una mezcla isotdpica de >°Cr (7 = 0,
abundancia 90,45 %) y >>Cr (I = 3/2, abundancia 9,55 %). Por lo tanto,
todas las especies de Cr' generan una sefial mayoritaria, correspondiente al
>2Cr y 4 sefiales equidistantes, de menor intensidad, correspondientes al >Cr.
Estas Ultimas son denominadas serdales satélites, Figura 4.3 y son el

resultado de los acoplamientos hiperfinos antes mencionados.
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Figura 4.3 Sefial principal y sefiales satélites debidas a los acoplamientos hiperfinos de *’Cr y
3Cr,

En la literatura se han inofrmado muy pocos complejos de Cr¥ con ligandos
acidos que han sido completamente caracterizados. Entre ellos se encuentran
los complejos oxo-Cr¥ con 2-hidroxiacidos como el ehba (Figura 3.1), que no
poseen protones carbindlicos que puedan acoplar con €l espin electronico de
la especie ¢’ [12]. Generalmente, los complejos de Cr' presentan simetria
axial con acoplamiento espin-orbita nulo, lo que produce tiempos de
relajacion largos y sefnales de RPE angostas e intensas a temperatura
ambiente.

Los sacdridos en estudio en este trabajo de Tesis Doctoral estan formados

por C, O e H. De los tres elementos mencionados, solo los nucleos de H
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poseen [ diferente de cero (/ = '2), por lo tanto los acoplamientos sAf son
simbolizados como *H ajs,.

Los pardmetros de RPE, Giso, Ao Y ‘Haiso, junto con los acoplamientos
superhiperfinos de protdn (sh/ han probado ser Utiles en la determinacién de
los modos de unidn de distintos ligandos al Cr' [12,53]. Los valores de giso Y
'H a;, de las sefiales de RPE de los complejos de Cr' dependen del nimero
de coordinacion de la especie de Cr’ y de la naturaleza de los grupos donores
unidos al grupo oxo-Cr' [35]. Existe un método empirico, desarrollado por
Lay et al. [35] que permite determinar el ndmero de coordinacion de
complejos de oxo-Cr’ (penta o hexacoordinados) asi como el tjpo de grupos
donores unidos al metal a partir de los valores medidos de giso Y Aiso- ESte
método permite utilizar los valores de los parametros espectroscopicos de
complejos de oxo-Cr¥ de estructura conocida para predecir /as estructuras en
solucion de nuevos complejos de Cr’, no caracterizados. Los valores de giso Y

Aiso Se pueden calcular de manera aditiva, como:

Giso = Zg/'so (X) /n y Aiso = ZAiso X)/n
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siendo Ggiso (X) ¥ Aiso (X) los valores para el complejo que contiene, 4

ligandos X (n = 4) o 5 ligandos X (n = 5) respectivamente, ademas del

ligando oxo.

En la Tabla 4.1 se detallan los valores de giso Y Aiso Calculados teniendo en

cuenta todas las combinaciones posibles para mono y bisquelatos de oxo-Cr"

penta y hexacoordinados, con ligandos polihidroxicarboxilicos.

Tabla 4.1. Valores de g;, y de A;, calculados para especies oxo-Cr’

Monoquelatos Bisquelatos
Giso Aiso . Giso Aiso
pentacoordinados pentacoordinados
[CrY(0)(RO),(OH,),1* 1,9766 | 16,6 [Cr'(0)(RO)4T 1,9800 (16,5
[CrY(0)(RO)3(RCO)T 1,9791 16,6
[CrY(0)(RCO,)(RO)(OH,),]* | 1,9758 | 16,6
[CrY(0)(RO)2(RCO,),T 1,9783 16,7
Monoquelatos Bisquelatos
Giso Aiso . Giso Aiso
hexacoordinados hexacoordinados
[CrY(O)(RO),(OH,)s]* 11,9724 (19,6 [CrY(O)(RO)s]* 1,9759|18,4
[Cr'(O)(RCO,)(RO)(OH,)5]* | 1,9715|19,9 [CrY(O)(RO)4(OH,)T 1,9747 20,0
[CrY(0)(RO)3(RCO,)(OH,)] |1,9738 (19,1
[Cr'(O)(RO)2(RCO2)2(OH,)] | 1,9730 19,5
[Cr'(O)(RO)4(RCO)T*  |1,9750 18,7
[Cr'(0)(RO)3(RCO,),]*  |1,9741|19,1
[Cr'(0)(RO),(RCO,)s1*  |1,9733 (19,4

* valores de A, x 10 cm™
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Los valores de la Tabla 4.1 indican que al aumentar el numero de
coordinacion, gise disminuye mientras que A, aumenta. Para un dado
numero de coordinacion, al pasar de estructuras monoguelatos a bisquelatos
puede observarse que el valor de gis, aumenta mientras que A, Se
mantiene en el mismo valor.

En particular, los parametros giso y Aiso, junto con el acoplamiento sAf de la
sefial producido por los H del ligando permiten distinguir entre unién a
diolatos ciclicos y lineales. También es posible deducir si las especies Cr'-
sacaridos corresponden a complejos en donde el centro metélico forme parte
de anillos quelantes de 5 0 6 miembros.

De esta manera, dado que los valores de giso Y *H aiso de las sefiales de RPE
de los complejos de Cr¥ dependen del ndmero de coordinacion del Cr¥ y de la
naturaleza de los grupos donores unidos al oxo-Cr' [35], es posible deducir el
numero de moléculas de ligando coordinadas al centro metalico como asi
también los atomos del ligando involucrados en la coordinacion.

Una importante area recientemente desarrollada en RPE, es la Resonancia
Paramagnética Electronica de pulso (RPE de pulso). En esta variante
metodoldgica de la espectroscopia RPE, los espines electronicos son excitados
por una serie de pulsos de microondas, y la sefial inducida por estos pulsos

se mide luego en ausencia de microondas. En los experimentos clasicos de
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RPE en banda continua, se mide la absorcion de radiacion de microonda
constante a medida que el campo magnético externo se varia en intensidad.
El espectro obtenido refleja el desdoblamiento entre los niveles de energia
del espin electrénico. En los experimentos de RPE de pulso, se mide la sefal
emitida por el sistema de espin electrénico luego de una serie de uno o mas
pulsos de microondas. La sefial resultante contiene informacion espectral y
también de relajacion del espin electronico [121].

Basada en el concepto de pulso, se desarrolld la Doble Resonancia
Electronica Nuclear, o ENDOR (Electron Nuclear DOuble Resonance),
introducida por Feher en 1956 [122].

La técnica ENDOR consiste basicamente en /a eliminacion de la saturacion de
una transicion electronica en un sistema con estructura hiperfina por
resonancia nuclear. De esta forma, se combinan la sensibilidad de la
Resonancia Paramagnética Electrénica y la resolucion de la Resonancia
Magnética Nuclear [125]. En otras palabras, se miden las frecuencias de
resonancia magneética de los nucleos interactuando con el espin electronico,
al excitar los espines electronicos con un campo de microondas y los nucleos
con radiofrecuencias (rf). Cuadno se aplica en RPE de onda continua, la
Intensidad de los espectros obtenidos depende del balance entre los tiempos
de relajacion del electron y el ndcleo. En RPE de pulso, los tiempos de

relajacién no son criticos, pero las formas de los espectros dependen de los
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tiempos de pulso aplicado. La espectroscopia RPE - ENDOR de pulso,
permite el estudio de sistemas con tiempos cortos de relajacion. Existen dos
modos basicos de ENDOR: Mims ENDOR, desarrollada inicialmente por Bill
Mims en 1965 [124], y Davies ENDOR, desarrollada por E. R. Davies en 1974
[72]. Ambos enfoques emplean uno o mas pulsos de microondas para
preparar un estado de espin no equilibrado, y uno o mas pulsos para
detectarlo posteriormente. Entre los periodos de preparacion y deteccion, hay
un periodo de evolucién en el cual, se aplica el pulso de rf. Cuando el valor
de la rf coincide con la frecuencia ENDOR de un nucleo, su espin se invierte,
cambiando la frecuencia del espin electronico (via el acoplamiento hiperfino)

resultando en un cambio en la sefal de RPE detectada [121].

4.2. Deteccidén y caracterizacién de especies de oxo-Cr'-
sacarido

4.2.1. Deteccion de especies de oxo-Cr'-GHL

La presencia de complejos oxo-Cr'-GHL pudo ser identificada con gran
sensibilidad, por espectroscopia de RPE. Se obtuvieron espectros en banda X
continua con sefales isotropicas angostas e intensas a temperatura
ambiente. Con una modulacion de amplitud de 0,4 G, las mezclas de reaccién
Cr''/GHL a pH < 4 presentaron en su espectro (a temperatura ambiente),

sefales /sotrdpicas angostas. El espectro consistid en:
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a) una sefial mayoritaria, correspondiente al *>Cr (90,2 %), centrada en giso
= 1,9802 y flanqueada por un débil cuarteto debido al isdtopo >3Cr, Aiso =
(16,6 + 0,01) x 10* cm™

b) por una sefal minoritaria (9,8 %), con Gises = 1,9766 Yy Giso2 = 1,9779,

Figura 4.4.

Ambas sefales se componen de mas de una especie, como se ilustra en el
inserto de la Figura 4.4. Los cambios en la [GHL] no afectaron la resolucién
espectral. La [Cr'!] usada en los experimentos de RPE fue baja, para evitar
los fendmenos de relajacion los cuales podrian producir un ensanchamiento
del espectro y pérdida de resolucién del mismo. La intensidad de la sefial de
RPE y el periodo de tiempo en el cudl las especies Cr' pudieron ser

observadas, dependieron de la [H'].
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Figura 4.4. Espectro experimental de RPE en banda X de las especies oxo-Cr'-GHL.
Condiciones: [GHL] = 0,3 M, pH = 1,0, [C"*] = 0,6 mM, T =20,0°C, I =10M, F =
9,855995 GHz, modulacién de amplitud = 0,4 G, ancho de barrido = 180,0 G.
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A temperatura ambiente y en el rango de valor de pH 1,0 — 4,0, la reaccion
del Cr'! con GSH (relacién 1:1) en presencia de un exceso molar de 500
veces de GHL, produjo un espectro de RPE de especies de oxo-Cr'- GHL
idéntico al obtenido por reaccion directa del Cr** con la GHL. El hecho de que
el espectro de RPE se componga de las mismas especies cuando se usan
mezclas Cr'/GHL o cuando se adiciona GHL a una mezcla equimolar
Cr"YYGSH, elimina la posibilidad de que cualquiera de las especies se forme
por coordinacion de la especie Cr' con el producto de oxidacion orgénico.

Cuando se utilizd un gran exceso de GHL respecto del Cr'! (> 500:1), ya sea
en condiciones fuertemente acidas (HCIO4 0,4 M) o en el rango de pH 1,0 —
4,0, el espectro de RPE estaba compuesto de dos tripletes a gisoz = 1,9802 y
Giso2z = 1,9803, y de dos sefiales menores a gisos = 1,9766 Y Gisoq = 1,9779.
Otras especies minoritarias estaban presentes, pero no se incluyeron en la
simulacidn, para evitar la sobre parametrizacion. La Figura 4.5 muestra los
espectros experimentales y simulados, mientras que la Tabla 4.2 enumera los

pardmetros espectroscdpicos de RPE de estas especies oxo-Cr".
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Figura 4.5. Espectros simulado y experimental de RPE en banda X, mostrando las especies
oxo-Cr'-GHL. Condiciones: [Cr'] = [GSH] = 4,8 x 10* M, [GHL] = 0,3 M, pH = 1,0,
modulacion de amplitud = 0,4 G, I = 1,0 M, T = 20,0 °C, resolucion = 2048 puntos.

La presencia de las sefales débiles (satélites) debidas al acoplamiento
hiperfino del **Cr con un valor de A = (16,6 + 0,1) x 10* cm™ junto al los
valores de @giso confirma que la senal mayoritaria es el resultado de la

presencia de especies bisquelatos oxo-Cr’ penta coordinados, Tabla 4.1
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Tabla 4.2. Propiedades espectroscdpicas de RPE en banda X

continua, de las especies oxo-Cr'-GHL.

Ancho de
H aiso
pH giso  Multiplicidad linea %
(10% cm™)
(10* cm™)
1,9802 t 0,87 0,49 47,9
1,9803 t 0,82 0,40 42,3
<4
1,9766 NR - 0,90 7,4
1,9779 NR - 0,78 2,4

Condiciones experimentales: [Cr'] = [GSH] = 4,8 x 10* M, [GHL] = 1,0 M, pH = 1,0,
modulacion de amplitud = 0,4 G, I = 1,0 M, T = 20,0 °C, resolucién = 2048 puntos. Los
espectros isotropicos fueron simulados usando el programa pest WinSim. t = triplete; NR
= no resuelto

Se ha determinado previamente, que los quelatos de Cr' de cinco miembros
estan favorecidos respecto de los de seis miembros [35]. Por esta razon,
cualquiera de los grupos vicdiolato del ligando GHL resultan sitios
potenciales de coordinacidn para formar especies de Cr' de cinco miembros.
Los dos componentes de la sefial de RPE observados a gisor = 1,9802 ¥ Giso2
= 1,9803 corresponden a los calculados para complejos oxo-Cr¥ bisquelatos

pentacoordinados, con cuatro grupos alcoholato donores, Tabla 4.1. Los
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desdoblamientos sAf encontrados para los dos componentes de las sefiales
de RPE, se encuentran en concordancia con los esperados para especies oxo-
Cr'-diolato, con dos protones carbindlicos acoplados al spin electrénico del
Cr'. De esta forma, la GHL actlia como una molécula bidentada uniéndose al
oxo-Cr" para dar dos isémeros geométricos, gisoz = 1,9802 y gisoz = 1,9803,
[CrY(0)(0!,0"™9-GHL),]” (geare = 1,9800), I y II en la Figura 4.6. Las dos
sefiales con estructura shf a Gisos = 1,9766 Yy Gisoa =1,9780 no resuelta
fueron atribuidas a especies monoquelato oxo-Cr¥ pentacoordinadas,
[Cr(0)(0!,0™9-GHL)(H20)21" (Gpredicho = 1,9767) y [Cr(0)(0O'-GHL)(H,0)s]*

(Gpredicho = 1,9783) respectivamente, III y IV en la Figura 4.6.
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En las reacciones Cr'//GHL a pH (1 — 4), el producto final del cromo es la
especie Cr', La sefial de la especie Cr'™(,) a temperatura ambiente presenta

un en valor centrado de g ~ 2,00. Se puede apreciar que la sefal es ancha,

Figura 4.7.
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Figura 4.7. Espectros experimentales de RPE en banda X, mostrando las especies oxo-Cr'-
GHL y la formacién de Cr'™™. Condiciones: [Cr''] = [GSH] = 4,8 x 10" M, [GHL] = 0,3 M, pH =
1,0,1=1,0M, T = 20,0 °C, modulacion de amplitud = 1,0 G, resoluciéon = 2048 puntos. a) 5
minutos de iniciada la reaccién, b) 30 minutos de iniciada la reaccion.

4.2.2. Deteccion y caracterizacion de especies oxo-Cr'-Galur
La mayor parte de la informacién de la literatura sobre la caracterizacion de
complejos Cr'-sacarido mediante RPE se basa en la interpretacion de

experimentos de RPE de onda continua a temperatura ambiente [12]. Si bien
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se puede obtener informacién relevante de la espectroscopia RPE en onda
continua, existe cierto riesgo de hacer sobre interpretaciones espectrales. En
un trabajo previo de nuestro grupo de investigacion [55], los espectros de
RPE de onda continua en banda X, a temperatura ambiente, obtenidos a
partir de mezclas Cr'//Galur a bajo pH fueron interpretados en términos de la

contribucién de tres especies:

(@) los conférmeros cis y trans de la especie [Cr'O(0°0°-
galactofuranuronato),] (especies, V y VI, respectivamente, Figura 4.8)
(b) la especie [Cr'O(0"™9,08-galactopiranuronato)(0°,0°-

galactofuranuronato)] (especie VII, Figura 4.8).

Las especies oxo-Cr’ fueron siempre las mismas, independientemente de la
[H™] y de la relacion metal-ligando [55]. En presencia de exceso de Galur, a
temperatura ambiente y en el rango de pH = 1,0 — 5,0; las mezclas Cr'/GSH
(relacidn 1:1) produjeron espectros de RPE de complejos oxo-Cr¥ idénticos a

los obtenidos por reaccién directa de Cr* con Galur.
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Figura 4.8. Estructuras propuestas inicialmente, para los complejos oxo-Cr'-

Galur.

Esta interpretacion se basd en datos experimentales en banda X continua,

especificamente los valores isotrdpicos hiperfinos de proton y los valores de

Giso €xtraidos de los espectros de RPE a temperatura ambiente que fueron

comparados con los datos de RPE informados para otros complejos oxo-Cr"

[12]. Con la finalidad de confirmarsuposiciones previas, se realizaron nuevos
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experimentos. No se observaron mayores cambios espectrales cuando se
compararon los espectros de RPE de onda continua a temperatura ambiente
de mezclas Cr'/Galur a pH = 3,0 en H,O y en °H,0, Figura 4.9, indicando
que el desdoblamiento hiperfino de proton resuelto en el espectro de RPE de
onda continua a temperatura ambiente “no corresponde a protones
intercambiables”. Esto excluye la coordinacion ecuatorial de moléculas de
agua en el complejo oxo-Cr'; lo cual podria llevar a una considerable
contribucion hiperfina de protones intercambiables. Esto significa que estan

presentes estructuras "bisquelatos” oxo-Cr’, mas que "monoquelatos”.
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Figura 4.9. Comparacion de los espectros de RPE de onda continua a temperatura ambiente
obtenidos a partir de mezclas Cr/Galur a pH 3,0 en H,0 (negro) y en *H,0 (rojo). Solo se
muestra la porcién central del espectro. Condiciones: [Cr'] = [GSH] = 0,67 mM, [Galur] =
0,33 mM, T = 20 °C.

Una observacién similar se hizo trabajando a una temperatura de 50 K,
Figura 4.10.a-b. La Figura 4.10.c muestra la simulacion del espectro de RPE
de onda continua a baja temperatura de mezclas de Cr'/Galur a pH = 3,0
(Figura 4.10) asumiendo una sola especie oxo-Cr' (especie 1 en Tabla 4.3).
Los correspondientes valores de giso (1,9788) y el acoplamiento de >3Cr
isotrépico hiperfino (°*>Cr Ao = 17,0 x 10 cm™) concuerdan con los valores
derivados anteriormente a partir de los espectros de RPE de onda continua a
temperatura ambiente (gisos = 1,9786, Gisoz = 1,9784, gisoz = 1,9785, >Cr

Aiso = 17,1 x 10 cm™) para los dos tripletes y el doblete, respectivamente
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[55]. Las interacciones hiperfinas observadas para cromo, son tipicas de una
penta-coordinacion a un centro de Cr [35,125]. Sin embargo, aunque la
simulacién en la Figura 4.10.c resulta muy buena, no es perfecta. La
simulacion puede ser mejorada considerablemente, asumiendo, al menos,
una especie adicional con parametros de RPE ligeramente diferentes (especie
2 en Tabla 4.3, Figura 4.10.d), lo que corrobora la hipotesis previa de

multiples especies al espectro de RPE a temperatura ambiente [55].
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Figura 4.10. Espectros de RPE en banda X y onda continua, registrados a 50 K para los
complejos oxo-Cr¥-Galur presentes a pH 3,0. Condiciones: [Cr'] = [GSH] = 0,67 mM, [Galur]
= 0,33 M. Modulacién de amplitud: 3,0 G. (a) Espectro experimental usando H,O (/) como
solvente, los valores (1-3) corresponden a los valores de campo escogidos para los
experimentos ENDOR, (b) Espectro experimental usando *H,O (/) como solvente, (c)
Simulacion asumiendo una especie simple con los parametros dados en la Tabla 4.3, (d)
Simulacion asumiendo dos especies en relacion 1:1 con los parametros dados en la Tabla
4.3.
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Tabla 4.3. Parametros espectroscopicos derivados de los espectros de RPE

a 50 K para mezclas Cr'/Galur a pH 3,0.

Gx g, g *Cra, **Cra, *Cra,
1,9853 1,9784 1,9726 7,3 7,6 35,9
Especie 1 RPE
+ 0,0002 | + 0,0003 | + 0,0003 +1,7 + 1,7 +0,7
1,9855 1,9791 1,9718 7,3 7,7 35,9
Especie 2 RPE
+ 0.0002 | + 0,0003 | + 0,0003 +1,7 +1,7 +0,7
Estructura
v 1,9854 1,9810 1,9784 1,2 5,2 29,8 DFT
Estructura
VI 1,9868 1,9828 1,9771 0,5 4,7 28,5 DFT
Estructura
VII 1,9865 1,9843 1,9751 2,5 7,0 31,2 DFT

Datos comparados con los valores calculados por DFT para los tres complejos oxo-Cr"
indicados en la Figura 4.8. Las coordenadas de las estructuras optimizadas se indican en la

Figura S1. Los valores de a estan dados en 10* cm™.

La Figura 4.11.b-d muestra la comparacién de los espectros de 'H Davies

ENDOR de mezclas Cr'"/Galur a pH 3,0 en 2H,O tomados a los tres valores

de campo (1 - 3) mostrados en la Figura 4.10.a (1-3). El ancho espectral fue

el mismo (~ 4 MHz) para todas las posiciones y corresponde al maximo

componente de acoplamiento hijperfino (en valores absolutos) de los
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"protones no intercambiables”. El maximo acoplamiento hiperfino de
"protones intercambiables es considerablemente menor’, como se evidencia
por el espectro de ENDOR, tomado en la posicion (1) para la mezcla
Cr'/Galur a pH 3,0 en H,0, Figura 4.11.a. La comparacién con el espectro
de ENDOR en la Figura 4.11.b muestra que los dos espectros difieren

Unicamente por la fuerte linea central con un ancho aproximado de 1 MHz.

ENDOR, Intensidad

-2 !
-5 0 5

Venpor ™V [MH2]

Figura 4.11. Espectro de 'H Davies ENDOR para complejos oxo-Cr'-Galur en H,0 (a) y 2H,0
(b-d) registrados a 20 K. Condiciones: [Cr] = [GSH] = 0,67 mM, [Galur] = 0,33 M.
Espectros (a, b) Posicion (1), (c) Posicion (2) y (d) Posicion (3) en la figura 4.10.
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Para poder verificar las primeras interpretaciones de los espectros de RPE de
onda continua a temperatura ambiente, realizadas en términos de tres
especies [55], se realizaron calculos por DFT de los parametros de RPE de las
tres estructuras propuestas, en la Figura 4.8. Los calculos son informados
sobre los complejos que poseen quiralidad R en el centro Cl. Resultados
similares se encontraron para las formas S, también sobre C1.
Adicionalmente, se hicieron calculos en complejos [Cr'O(0O?,0°-
galactopiranuronato)(0®,0°-galactofuranuronato)]’, mas reactivos y menos
estables que las tres especies antes mencionadas. Aunque el estado actual de
conocimientos del método DFT para complejos de metales de transicion no
es aun tan preciso para realizar una comparacidon cuantitativa entre
experimentos y calculos, los aspectos generales predichos por DFT son
usualmente muy buenos [126]. La Tabla 4.3 muestra los calculos de gy
valores hiperfinos para los tres complejos con *3Cr. Los valores de g
concuerdan muy bien con los valores experimentales y se encuentran dentro
de los valores tedricos y experimentales de g hallados para complejos oxo-
Cr¥ [127]. Los valores tedricos hiperfinos de °3Cr’estdn subestimados”.
Resultados similares se han informado previamente para otros sistemas oxo-
cr' [127].

También se calcularon los valores hiperfinos de proton y se comprobd que

ninguno de los “protones intercambiables” en cualquiera de los complejos
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posee valores hiperfinos de proton isotrépico mayores a 0,15 MHz (en valor
absoluto). Esto concuerda con la observacion de que el solvente deuterado
no cambia el espectro de RPE de onda continua a temperatura ambiente y
qgue los desdoblamientos hiperfinos de protones isotrdpicos (> 1,7 MHz en
valor absoluto) deben provenir de 'protones no intercambiables”,

En la Tabla 4.4, se rinforman los datos hiperfinos de H calculados para
"protones no intercambiables”, que poseen valores hiperfinos isotropicos no
despreciables, para los tres complejos calculados. En el espectro de RPE de
onda continua a temperatura ambiente del estudio [56] previo se propuso
que la sefal triplete proviene de la interaccién del electron desapareado con
dos protones equivalentes con |Haisozl = (1,8 + 0,1) MHz (triplete 1) y con
|Haiso2| = (2,9 £ 0,1) MHz (triplete 2). También se sugirié que estos protones
eran los dos protones carbindlicos en las estructuras V y VI [55], Figura 4.8.
Estos "protones no son intercambiables” lo que concuerda con los resultados
aquil expuestos del experimento de RPE en agua deuterada, Figura 4.9.

Los célculos de DFT confirman que los protones carbindlicos son los Unicos en
las estructuras V y VI que poseen un acoplamiento hiperfino isotropico
significativo (Tabla 4.4). Todos los demas protones no intercambiables tienen
acoplamientos isotrépicos menores a 0,15 MGz (en valores absolutos).
Aunque los acoplamientos isotrdpicos y el maximo acoplamiento hiperfino de

protdn (en valores absolutos) de los protones carbindlicos estan en cierta
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forma sobreestimados en el calculo de DFT, existe una buena concordancia
entre el conjunto global de aspectos predicho por DFT y las observaciones
experimentales.

Para poder ajustar el espectro de RPE de onda continua a temperatura
ambiente, se tomo en consideracion una sefal doblete (|Hais03 = (2,4 £ 0,1)
MHz debida a una tercer especie minoritaria [55]. Esta fue descripta como la
especie [Cr'O(0"™,08-galactopiranuronato)(0°,0°-galactofuranuronato)]
(VII, Figura 4.8), con una multiplicidad doblete debida al protén carbindlico
del galactofuranuronato. El andlisis de DFT reveld que ademas de este
protdn, también el protén carbindlico del galactopiranuronato posee un
acoplamiento hiperfino isotropico significativo (Tabla 4.4), lo cual indicaria
que esta especie no se encontraria en la mezcla de reaccion.

Por otro lado, los complejos [Cr'O(0!,0°-galactopiranuronato)(0°® 0°-
galactofuranuronato)]” son considerablemente menos estables que los dos
complejos [Cr'O(0°% 0°-galactofuranuronato),]. Mas aln, se encontrd que los
acoplamientos hiperfinos de algunos de los protones no intercambiables eran

demasiado altos en comparacién con los datos experimentales.
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Tabla 4.4. Calculos de parametros por DFT para los protones carbinélicos

de los tres complejos oxo-Cr’ descriptos en la Figura 4.7.

A.(MHz) A,(MHz) A.(MHz) as,(MHz)

Estructura H1 0,5 -5,6 -5,9 -3,7
Vv H2 1,4 -5,6 -5,9 -3,4
Estructura H1 1,2 -5,5 -5,8 -3,4
VI H2 1,2 -5,5 -5,7 -3,3
Estructura Hie! -0,9 -6,8 -7,6 -5,1
VII H2[®! 1,9 -3,1 -3,4 -1,7

[a] Galactofuranuronato, [b] Galactopiranuronato

Como conclusion, aunque se puede obtener informacion relevante sobre la
identidad de los complejos usando espectroscopia RPE de onda continua,
existe un riesgo significativo de realizar sobre interpretaciones de los
espectros. Por esta razdn, se usaron los métodos espectroscdpicos de RPE de
onda continua a baja temperatura, Davies ENDOR de 'H y DFT, para poder
comprobar las primeras sugerencias realizadas sobre la especie Cr' presentes
en mezclas Cr'’-Galur a valores bajos de pH. Los célculos computacionales
de DFT realizados en el presente trabajo, combinados con los experimentos
de RPE de onda continua a baja temperatura y Davies ENDOR de 'H

corroboran la presencia de las especies [Cr'O(0® 0°-galactofuranuronato),]
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(V y VI en la Figura 4.8) a valores bajos de pH, pero no se pudo confirmar la
presencia de la especie [Cr'O(0™9,0°-galactopiranuronato)(O°,0°-
galactofuranuronato)] (VII en la Figura 4.8).

De hecho, los datos de RPE a temperatura ambiente, pueden ser simulados
relativamente bien asumiendo solo dos tripletes, e incluso los datos de baja
temperatura son bien reproducidos con dos contribuciones (Figura 4.10). Se
ha informado que el CrY forma quelatos de cinco miembros mas
favorablemente que de los seis miembros [128]. Adicionalmente, la especie
Galur es un buen ligando para la formacién de estos quelatos, ya que posee

grupos 2-hidroxicarboxilato y vic-diolato potenciales para esta union.

4.2.3. Deteccion y caracterizacion de especies oxo-Cr'-Glucar

Las mezclas de reaccion Cr''/Glucar estudiadas por RPE, mostraron sefiales
angostas e intensas a temperatura ambiente, debidas a complejos Cr¥-Glucar.
Los espectros consisten en una sefial principal proveniente del **Cr con un
Giso medio de 1,9785 y cuatro sefiales minoritarias provenientes del isétopo
de >Cr, Figura 4.12.

La senal principal no es simple, como se puede apreciar en el inserto de la
Figura 4.12, y es la resultante de la contribucién de varias especies. La
concentracion de Cr'! usada en los experimentos de RPE fue baja para evitar

fendomenos de relajacién que ensanchan la sefial con la consiguiente pérdida
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de resolucion. La variaciéon en la concentracién de Glucar no afecta la forma
de la sefal ni su resolucion, de /o cual puede inferirse que los complejos
observados poseen su esfera de coordinacion saturada. La intensidad de la
sefial de RPE y el periodo durante el cual se pueden observar las senales de
las especies Cr'-Glucar depende de la concentracién de protones y Glucar. A
elevadas concentraciones de protones y de Glucar el tiempo de vida media de
éstos complejos es demasiado corto para ser medidos por RPE. Por esta
razon, se utilizaron condiciones experimentales en donde las especies de Cr'
son mas estables. Luego de transcurrida la reaccién la especie final fue

siempre Cr'™,
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Figura 4.12. Espectro de EPR, banda X, de las especies oxo-Cr'-Glucar. Condiciones: [Glucar]
= 0,13 M, pH = 4,0, [Cr'"] = [GSH] = 1,0 mM, T = 20,0 °C, F = 9,44041 GHz, modulacién
de amplitud = 0,5 G, ancho de barrido = 100,0 G, tiempo de conversion = 81,92 ms;
constante de tiempo = 40,96 ms, centro de campo = 3408 G, potencia: 10 mW, resolucion =
1024 puntos.

Con el objetivo de caracterizar estos complejos, se realizaron espectros
secuenciales por EPR banda X, a temperatura ambiente, a distintos valores
de pH. La modulaciéon de amplitud utilizada en estos experimentos fue 0,2 G
y 0,5 G. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

a) Con baja modulacion de amplitud, el espectro de RPE mostré mayor

resolucion a todos los valores de pH estudiados, Figura 4.13.
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b) A valores de pH 1,0 - 2,0 - 3,2 - 4,1 y 5,3, se observa una sefial cuyo
tiempo de vida media depende del pH, Figuras 4.14 - 4.18, sin cambios en la

forma del espectro (inserto Figuras 4.14 - 4.18).

Modulacién de amplitud = 0,5 G
Modulacion de amplitud = 0,2 G

T I T T T
3408 3410 3412 3414 3416

Campo (G)

T I
3404 3406

Figura 4.13. Espectro experimental de RPE de onda continua en banda X, de las especies
oxo-Cr¥-Glucar. Condiciones: [Glucar] = 0,13 M, pH = 3,2, [Cr']] = [GSH] = 1,0 mM, T =
20,0 °C, F = 9,44 GHz, tiempo de conversion = 81,92 ms, constante de tiempo = 40,96 ms.
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Figura 4.14. Evolucion en el tiempo del espectro experimental de RPE de onda continua en
banda X, de las especies oxo-Cr'-Glucar a pH = 1,0. Condiciones: [Glucar] = 0,13 M, pH =
1,0, [Cr''] = [GSH] = 1,0 mM, T = 20,0 °C, F = 9,44 GHz, tiempo de conversion = 81,92 ms,
constante de tiempo = 40,96 ms, modulacién de amplitud:=0,2 G.
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Figura 4.15. Evolucion en el tiempo del espectro experimental de RPE de onda continua en
banda X, de las especies oxo-Cr'-Glucar a pH = 2,0. Condiciones: [Glucar] = 0,13 M, pH =
2,0, [Cr'"] = [GSH] = 1,0 mM, T = 20,0 °C, F = 9,44 GHz, tiempo de conversién = 81,92 ms,
constante de tiempo = 40,96 ms, modulacién de amplitud=0,2 G.
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Figura 4.16. Evolucion en el tiempo del espectro experimental de RPE de onda continua en
banda X, de las especies oxo-Cr'-Glucar a pH =3,2. Condiciones: [Glucar] = 0,13 M, pH =
3,2, [Cr''] = [GSH] = 1,0 mM, T = 20,0 °C, F = 9,44 GHz, tiempo de conversién = 81,92 ms,
constante de tiempo = 40,96 ms, modulacién de amplitud=0,2 G.
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Figura 4.17. Evolucion en el tiempo del espectro experimental de RPE de onda continua en
banda X, de las especies oxo-Cr'-Glucar a pH = 4,1. Condiciones: [Glucar] = 0,13 M; pH =
4,1, [Cr'"] = [GSH] = 1,0 mM, T = 20,0 °C, F = 9,44 GHz, tiempo de conversién = 81,92 ms,
constante de tiempo = 40,96 ms, modulacién de amplitud: 0,2 G.
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De las figuras anteriores se deduce que las especies oxo-Cr'-Glucar en el
rango de pH 1,0 — 4,1, son las mismas, ya que no observan cambios en la
forma del espectro, con el tiempo. Ademas, la formacion y subsiguiente
decaimiento de las sefiales muestra un comportamiento similar: el
incremento inicial de la sefal es muy rapido y el decaimiento posterior toma
un tiempo relativamente corto (30 - 40 min). A pH = 4,1 la forma del
espectro es ligeramente diferente (Figura 4.17 y 4.18), el hombro de los

espectros a campos mas bajos se intensifica levemente.

pH 1,0
pH 2,0
pH 3,2
pH 4,1

T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T
3405 3406 3407 3408 3409 3410 3411 3412 3413
Campo (G)

Figura 4.18. Comparacion de los espectros de RPE de onda continua en banda X, de las
especies oxo-Cr'-Glucar a diferentes pH. Condiciones: [Glucar] = 0,13 M, [Cr''] = [GSH] =
1,0 mM; T = 20,0 °C, F = 9,44 GHz, tiempo de conversion = 81,92 ms, constante de tiempo
= 40,96 ms.
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También, la formacién y decaimiento de la senal son mas lentos a pH = 4,1.
La intensidad de la sefal de RPE crecen mas lentamente y desaparece
después de transcurrida mas de una hora.

A pH = 6,0 el espectro es diferente, Figura 4.19 b. Por ende, en el rango de
valores de pH 4,1 — 6,0 tiene lugar un cambio en el tipo de coordinacion del
ligando Glucar al Cr" originando especies oxo-Cr¥ Glucar diferentes.

Para realizar la caracterizacion, todos los espectros fueron simulados con el
programa pest Winsim, para asignar el tipo de coordinacion y comparar los
resultados obtenidos a diferentes valores de pH. En cada caso, el valor de
campo se corrigid usando el estandar interno, dpph (giso = 2,0036) antes de
la simulacidn. Los resultados obtenidos en la simulacién de los espectros se
muestran en la Tabla 4.5, mientras que la Figura 4.19 compara los espectros
esperimentales y simulados para las especies oxo-Cr'-Glucar generadas a pH

4,1y 6,0.
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— Simulado
—— Experimental

(a)

(b)

3402 3404 3406 3408 3410 3412 3414
Campo (G)

Figura 4.19. espectros experimentales y simulados de RPE de onda continua en banda X, de
las especies oxo-Cr'-Glucar: a) pH 4,1 y b) pH 6,0. Condiciones: [Glucar] = 0,13 M, [C'"] =
[GSH] = 1,0 mM, T = 20,0 °C, F = 9,44 GHz, tiempo de conversion = 81,92 ms, constante
de tiempo = 40,96 ms, modulacion de amplitud: 0,2 G.
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Tabla 4.5. Parametros espectroscopicos de las especies oxo-Cr'-

Glucar
Multiplicidad Hae 3Cr Ao Ancho de linea Jiso %
(x10*em?)  (x10%em?) | (x 10* cm™)
pH
1,0 t 0,68 17,0 0,46 1,9783 76,4
t 0,59 0,43 1,9785 23,6
3,2 t 0,68 17,0 0,46 1,9783 75,6
t 0,60 0,40 1,9785 24,4
4,1 t 0,69 17,0 0,46 1,9783 74,9
t 0,62 0,38 1,9785 25,1
6,0 t 0,71 16,8 0,39 1,9783 32,9
t 0,63 0,47 1,9785 56,3
S - 0,64 1,9790 10,8
[H']
M)
0,20 t 0,67 17,0 0,48 1,9783 74,1
t 0,58 0,42 1,9785 25,9

Condiciones: [Glucar] = 0,13 M, [Cr')] = [GSH] = 1,0 mM, T = 20,0 °C, F = 9,44 GHz,
tiempo de conversion = 81,92 ms, constante de tiempo = 40,96 ms, modulacion de
amplitud: 0,2 G.

Cuando se empled un exceso de Glucar sobre Cr'' (130:1), en el rango de

pH 1,0 — 4,1, los espectros experimentales indicaron la existencia de mas de

una especies oxo-Cr'-Glucar. Los parametros obtenidos a partir de la

simulacidn indicaron la presencia de al menos tres especies. Dos de ellas
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presentaron una multiplicidad triplete: tripletes a gisoz = 1,9783 Y Gisoz =
1,9785. La multiplicidad de la tercera especie no pudo ser resuelta por lo que
se la simulé como un singlete con gisoz = 1,9790, Figura 4.19 y Tabla 4.5.

La presencia de la tercera especie pudo ser visualizada como un hombro, a
bajos valores de campo. El acoplamiento sAf correspondientes a las senales
CON Gisoz Y Giso2 (tripletes) es el esperado para dos protones carbindlicos
equivalentes acoplados al espin del electron de la especie de Cr'. Para formar
los quelatos de cinco miembros mas estables, estos protones carbindlicos
deben pertenecer al sitio 2-hidroxicarboxilato de dos moléculas diferentes de
Glucar, unidas al CrY, para dar [Cr'O(0*,0%-glucar),]". Los valores de giso Y
Aso (17,0 x 10* cm™) se corresponden con los de complejos oxo-Cr¥ penta
coordinados con dos grupos carboxilato y dos grupos alcoholato, Tabla 4.1.
Los diferentes *H aiso Y Giso para los dos tripletes se corresponden con los
dos isdmeros geométricos del bisquelato pentacoordinado oxo-Cr'- Glucar,

VIII y XI, Figura 4.20.
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giso exp = 1,9785 giso exp = 1,9782
giso predicho = 1,9783 giso predicho = 1,9783

oH
R7= OH .
O giso exp = 1,9790 OH
giso predicho = 1,9791
OH
0
! _ OH
Rz po Rs=
OH O

Figura 4.20. Estructuras propuestas para los complejos oxo-Cr'-Glucar a pH &cido.
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Otros posibles tipos de coordinacion han sido descartados por las siguientes

razones:

a) La posibilidad que Glucar actie como molécula tetradentada a través de
sus dos grupos carboxilato, generaria especies demasiado inestables, debido
a efectos tensionales.

b) Cuatro grupos carboxilato provenientes de cuatro moléculas de Glucar
diferentes generarian una especie Glucar-Cr’ con un valor predicho de g;so =
1,9764, el cual no fue observado.

c) Los complejos de vida media larga Cr'-Glucar fueron generados por
reaccion de Cr"' con solucidn acuosa conteniendo GSH a temperatura
ambiente. En estos experimentos se usé una [Cr'] = [GSH]. La reaccidn
Cr'/GSH es un método rapido y conveniente para generar Cr por reduccién
mono electrénica de Cr'.. Finalmente el Cr' es coordinado por Glucar, el cudl
estd en exceso sobre el Cr'. Ninguna de las especies encontradas en las
mezclas de reaccion Cr'/Glucar poseia el valor tipico de gi, de especies
oxo-Cr'-S (1,9961, 1,9857 y 1,9820).

d) Los valores experimentales obtenidos de g, excluyen la posibilidad de

especies hexacoordinadas.



Capitulo 4: Estudios de caracterizacién de Complejos Cr'-sacéridos por 2013

Resonancia Paramagnética Electronica

Aunque el acoplamiento sAf de la sefial con gisos NO fue resuelto, su valor
provee informacion estructural. El alto valor de giso (1,9790) sugiere especies
oxo-Cr¥ penta coordinadas, muy posiblemente especies de coordinacion
mixta. Una posible estructura para esta tercer especie es un bisquelato
pentacoordinado en donde una molécula de Glucar coordina al Cr usando
su grupo 2-hidroxicarboxilato y otra molécula de Glucar cualquier sitio vic-
diolato, por ejemplo, [Cr'O(0!,0%-glucar) (0*®, 0*®-glucar)]” (X, Figura
4.20). El valor predicho de giso para especies oxo-Cr’ penta coordinadas con
un grupo donor 2-hidroxicarboxilato y dos grupos alcoholatos (1,9791), Tabla
4.1, esta razonablemente de acuerdo con el valor de giso Observado (1,9790).
Esta especie esta en muy baja proporcién y solo puede ser observada a pH =
6,0 (11,0 %)- La falta de resolucién de esta senal podria deberse a su baja
proporcion.

La presencia de especies monoquelatos de Cr¥ fue descartada en base a:

a) El efecto de la concentracion del ligando sobre la sefial a pH constante. La
independencia del espectro con el aumento de [Glucar] confirma que las
tres especies tiene la esfera de coordinacidn del Cr' saturada con el &cido
aldarico.

b) Los valores experimentales de >Cr Aso Y Giso SON muy distintos de los

correspondientes a monoquelatos.
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El espectro de RPE dependiente del tiempo de la mezcla de reaccion
Cr'/Glucar en el rango de pH 1,0 — 4,1 muestra que las especies oxo-Cr'-
Glucar son siempre las mismas: las proporciones de las especies, estructuras
superhiperfinas y valores de giso Son casi constantes, al menos en el rango
de pH 1,0 - 4,1. A pH = 6,0 la forma del espectro de RPE es diferente, Figura
4.19 y Tabla 4.4. Los valores de @iso1, Fiso2 Y Aiso COrresponden a los
calculados para complejos oxo—Cr" coordinados con dos moléculas diferentes
de Glucar a través de sus gupos 2-hidroxicarboxilato para dar [Cr'O(0?,0%-
glucar),]”, Tabla 4.1. Los acoplamientos sAf de las sefiales con Giso1 Y Giso2
son los esperados para dos protones carbindlicos equivalentes acoplados al
espin electronico de Cr'. Las diferencias entre los valores de Gisor Y Gisoz
indican que corresponden a los dos isdmeros geométricos del Cr'
([Cr'O(0},0%glucar),]” ), VIII y IX, Figura 4.20. Cualquiera de los grupos
vic-diolato de Glucar constituyen un modo de unién potencial para dar
especies de Cr' con anillos quelantes de cinco miembros. La tercer especie
con giso = 1,9790 podria corresponder a complejos bisquelatos oxo-Cr' penta
coordinados con dos moléculas de Glucar: una coordinada por medio de dos
grupos alcoholatos y la otra por medio de su grupo 2-hidroxicarboxylato
(Giso,predicho = 1,9791), X, Figura 4.20.

La presente caracterizacion propuesta es coherente con los resultados de RPE

a temperatura ambiente y la quimica de coordinacidon de grupo carboxilato y
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2-hidroxicaoboxilato a pH acido. Al aumentar el pH, los grupos diolato
comienzan a competir por la coordinacién del Cr' para generar las especies
mixtas.

Un método alternativo para obtener las especies oxo-Cr'-Glucar es el
intercambio de ligando. Como donor de Cr' se empled el complejo
Na[Cr'O(ehba),], relativamente estable a pH = 3,0. La Figura 4.21 muestra la
evolucion en el tiempo del espectro de RPE de una mezcla
Glucar/Na[Cr'O(ehba),] (100/1) a pH = 3,0. Al principio de la reaccién de
intercambio, el espectro se compone de dos singletes a Gisor = 1,9785 Y Giso2
= 1,9783, tipicos de la especie [Cr'O(ehba),]” sin protones carbindlicos
acoplados al espin electronico de la especie de Cr'. Los parametros de RPE
sugieren que los singletes pueden ser asociados a dos bisquelatos —isdbmeros
geomeétricos- en los cuales el ehba, actlia como ligando bidentado a través de
los grupos 2-hidroxicarboxilato. Luego de 20 minutos, el espectro de RPE es
dominado por dos tripletes. Este espectro puede ser simulado con dos
tripletes y un singlete. Los resultados obtenidos a partir de la simulacién del
espectro experimental a los 20 minutos, estan de acuerdo con los obtenidos
para las especies Cr'-Glucar obtenidas por reaccién Cr'Y/Glucar o

Cr''/GSH/Glucar.
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Figura 4.21. Evolucion en el tiempo del espectro de RPE de una mezcla
Glucar/Na[Cr'O(ehba),] (100/1) a pH = 3,0.

Se sabe que Glucar puede formar dos lactonas, D-glucaro-1,4-lactona y D-
glucaro-6,3-lactona, Figura 4.22. Ambas podrian contribuir a la sefial de RPE
observadas en la mezcla de reaccién Cr''/Glucar, en caso de formarse en

cantidad apreciable.
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COH Glucar
HO H
0,
o= O
H 0H
D-glucaro-1,4-lactona D-glucaro-6,3-lactona

Figura 4.22. Formacion de lactonas a partir de Glucar.

La Figura 4.23 muestra los espectros experimentales y simulados de ambas
lactonas y la Tabla 4.6 resume los parametros de RPE obtenidos de las
especies oxo-Cr’ generados en mezclas Cr'Y/lactonas. La estructura de los
complejos oxo- Cr'-lactonas generadas, fueron analizadas a partir de los
parametros espectrales de RPE de soluciones frescas de lactonas luego de
mezclarlas con soluciones de Cr''/GSH (1:1) a diferentes valores de pH. En el
rango de pH 1,0 — 3,0 y relacidén lactona/Cr"! = 515/1, los pardmetros
espectrales de RPE estan compuestos de dos tripletes para ambas lactonas,
Figura 4.23. Los valores obtenidos de giso ¥ Aiso pPara los complejos oxo-Cr'-
D-glucaro-1,4-lactona y oxo-Cr'- D-glucaro-6,3-lactona se resumen en la

Tabla 4.6.
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Figura 4.23. Espectros experimental y simulados de RPE en banda X onda continua de las
especies oxo-Cr'-lactonas. Condiciones: (a) [D-1,4-glucarolactona] = 0,17 M, [Cr'] = [GSH]
= 0,33 mM, pH = 3,0, Frecuencia = 9,439320 GHz, (b) [D-6,3-glucarolactona] = 0,17 M,
[Cr'] = [GSH] = 0,33 mM, Frecuencia = 9,439173 GHz. Modulacién de amplitud = 0,50 G,
Tiempo de conversion = 81,92 ms, Constante de tiempo = 40,96 ms, Resolucion = 1024
puntos. Rojo: espectro simulado. Negro: espectro experimental.
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Tabla 4.6. Parametros de RPE para especies oxo-Cr'-lactonas

obtenidas por simulacion (1).

Lactona Multiplicidad 'Haic °3CrAic  Giso Ancho %
de linea

D-glucaro- t 0,55 18,8 1,9781 0,45 39,2

1,4-lactona 0,53 1,9785 035 60,8

D-glucaro- t 0,92 18,6 1,9784 0.30 37,8

6,3-lactona 0,83 1,9783 034 62,2

t = triplete. Espectro isotrépico simulado usando el programa WinSim. (1) Los valores de 'H

aiso Y Aiso €stan dados en 10 cm

Los valores de giso ¥ aiso, Tabla 4.6, corresponden a los predichos para

complejos oxo-Cr¥ con dos alcoholatos y dos carboxilatos como grupos

donores (Gpredicho = 1,9783). Las constantes de acoplamiento shf obtenidas a

partir de la simulacién de la sefial de RPE estan en acuerdo con los valores

esperados para especies oxo-Cr'-2-hidroxiacidos con dos (uno por cada

ligando quelante) protones carbindlicos acoplados al espin electrdnico del Cr'.

Las dos sefiales de Cr' pueden, en principio, ser atribuidas a los diferentes

isdmeros geométricos bisquelatos, [Cr'O(0?!,0%-lactona),]” en solucién, XI-

XIV en la Figura 4.24.
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Figura 4.24. Estructuras propuestas para las especies oxo-Cr'-lactonas.

Teniendo en cuenta los resultados mostrados en la Tabla 4.5 y las Figuras
4.13-17 y 4.24, es evidente que en las mezclas Cr'//Glucar en medio acido
en el rango de valores de pH 1,0 — 3,0; no hay presentes cantidades
significativas, ninguna de las dos lactonas, D-glucaro-1,4-lactona y D-glucaro-
6,3-lactona. Hemos asignado las estructuras XI-XIV a las especies oxo-Cr'-
lactona en una solucién recientemente preparada: Cr'/lactona. En el rango
de valores de pH 1,0 - 3,0, el espectro de RPE permanence sin cambios
durante 5 h. Sin embargo, si se ajusta el pH a 5,0 o 6,0, luego de 30
minutos, el espectro de RPE cambia al obtenido al comenzar con mezclas
Cr"/Glucar. La apertura de las lactonas para dar Glucar podria explicar esta

observacion.
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5.1. Estudio de la reaccion de oxidacidon de sacaridos por
Cr'! en medio acido

5.1.1. Evolucion en el tiempo de la reaccion Cr¥'/sacarido

En medio acido, los sustratos organicos, GHL, Galur y Glucar, son oxidados
por el Cr'., Al finalizar la reaccién redox Cr'/sacérido, se obtienen especies
de Cr'™ y sustrato oxidado. Cuando la evolucion en el tiempo de este proceso
es monitoreada mediante espectroscopia UV-vis, se obtienen espectros de
absorcidn, cuyas caracteristicas brindan informacién sobre el tipo de especies
involucradas en la reaccién redox Cr"'/sacérido.

Se analizaron los espectros secuenciales de absorcion, obtenidos a partir de
la mezcla de reaccion Cr'/sacarido en medio &cido, de los tres sacaridos
estudiados en el presente trabajo. En todos los casos, se pudieron observar
bandas de absorcion, que presentaron maximos a 350 nm, y hombros a 420
— 500 nm, ambos caracteristicos de la especie Cr"! en medio acido. Los
valores de absorbancia de estas bandas decayeron en el tiempo,
simultaneamente con la aparicion de nuevas bandas a 540 - 570 nm y 410 -
430 nm, cuya intensidad varié en el tiempo, Figuras 5.1 - 5.3. Los espectros
secuenciales de absorcién, para las tres mezclas de reaccién Cr'!/sacaridos,

indicaron la ausencia de puntos isosbésticos, insertos, Figuras 5.1 — 5.3.
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Figura 5.1. Evolucién en el tiempo de la reaccion Cr/GHL por espectroscopia UV-vis.
Condiciones: [H*]=0,2M,I=1,0M, [Cr'] = 6,0 mM, [GHL] = 0,6 M, T = 33 °C. El primer
espectro fue tomado a t = 2 min, el ultimo espectro a t = 370 min, el tiempo entre cada
espectro fue de 5,0 min. Inserto: detalle mostrando la ausencia de punto isosbéstico.
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Figura 5.2. Evolucién en el tiempo de la reaccién Cr'Y/Galur seguido por espectroscopia UV-
vis. Condiciones: [H*] = 0,1 M, I = 1,0 M, [C'"] = 6,0 mM, [Galur] = 0,6 M, T = 33 °C. El
primer espectro fue tomado a t = 2 min, el ultimo espectro a t = 145 min, el tiempo entre
cada espectro fue de 5,0 min. Inserto: detalle mostrando la ausencia de punto isosbéstico.
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Figura 5.3. Evolucién en el tiempo de la reaccién Cr''/Glucar seguido por espectroscopia UV-
vis. Condiciones: [Glucar] = 50 mM; [H*] = 0,15M,1 = 1,0 M, [Cr'"] = 2,0 mM, T = 33 °C.
El primer espectro fue tomado a t = 2 min, el ultimo espectro a t = 950 min, el tiempo entre
cada espectro fue de 3,0 min. Inserto: detalle mostrando la ausencia de punto isosbéstico.

Hacia el final de la reaccién redox Cr"}/sacarido, se observaron en el espectro
de absorcidn electrénica de cada una de las tres mezclas de reaccidn, dos
bandas de transicion electronica d—d, a 400 - 430 nm y 540 — 570 nm,
atribuibles a las transiciones *Ayg — *Tig y *Ayg — Ty de especies de Cr™
coordinadas con ligandos oxigenados con simetria octaédrica [129]. En cada

caso, estas bandas mostraron una lenta disminucién de su intensidad y

desplazamientos de sus maximos de absorcion. Estos desplazamientos de los
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maximos se atribuyeron al proceso de hidrodlisis de complejos Cr*-sacarido,

hasta alcanzar la formacién de la especie [Cr(H.0)s]".

A las 24 h, se observaron en el espectro UV-vis, las tipicas bandas del i6n
[Cr(OH2)6]** (410 nm, €= 18,2 M cm™ y 574 nm, £= 15,2 M ecm™) [129].
Estos resultados confirman que, &/ finalizar la reaccion Cr"/sacarido se forma
un complejo Cr*-sacarido soluble, el cudl se hidroliza a [Cr(OH:)sF* luego de
un lapso de tiempo.

A modo de ejemplo, la Figura 5.4 muestra los Ultimos espectros realizados
sobre la mezcla Cr'"/Glucar, luego de 950 minutos, donde la concentracion
de Cr"! es despreciable. Las bandas a 548 y 400 nm disminuyen en intensidad
y ambas sufren un desplazamiento de 10 nm hacia longitudes de onda
mayores, sugiriendo la formacion de especies Cr''-Glucar que se hidrolizan
con el tiempo. Los ultimos espectros de la Figura 5.4 se corresponden con la
B

especie [Cr(OH,)s]”", indicando que se ha producido la hidrdlisis completa de

los complejos Cr'™-Glucar.
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Figura 5.4. Espectros intermedios y finales de una mezcla de reaccién de Cr'//Glucar.
Condiciones: [Glucar] = 50 mM, [H*] = 0,15 M, I = 1,0 M, [Cr''] = 2,0 mM, T = 33 °C.

Espectros cada 5 minutos. Se observa el desplazamiento de las bandas debido a la hidrdlisis
de las especies de Cr'-Glucar en [Cr(OH,)s]**(ac).

La evidente falta de punto isosbéstico en todas las mezclas de reaccion
Cr*/sacdrido estudiadas, indica que, en todas ellas existen especies
intermediarias de cromo en concentraciones apreciables durante la reduccion
de "' a ¢™. Se puede concluir que e/ agente oxidante Cr'" no se reduce
directamente a Cr'™ en una sola etapa y, por lo tanto, la velocidad de
desaparicion de G no es igual a la velocidad de aparicion de Cr*". En

consecuencia, deben existir varias etapas de reduccion en donde se generen

—

‘ [
| 212 |
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las especies intermediarias de cromo hipervalente, en concentraciones
apreciables. La posibilidad de que especies Cr'V-sacarido se acumulen en la
mezcla de reaccién Cr'Y/sacérido es muy baja. Como ha sido demostrado en
el Capitulo 3, Estudios cinéticos de la oxidacion de sacdridos por Cr, que el
Y es un intermediario redox dada su alta reactividad con los sacdridos
estudiados impediria que se acumule en las mezclas de reaccion

¥ /sacérido.

5.1.2. Deteccion de ésteres de Cr"’

La formacion de ésteres de Cr'!, se investigd para los sacaridos GHL y
Glucar, mediante espectroscopia diferencial de mezclas Cr'Y/sacarido. La
capacidad de Galur para formar éste tipo de especie fue informada
previamente [55]. Como se describié en la seccion 2.3.8, en el rango de
valores de pH = 6,5 - 7,0 la reaccion redox Cr'Y/sacarido procede muy
lentamente. De hecho, la velocidad de la reaccion redox debe ser lo
suficientemente lenta como para permitir observar la formacién de esteres de
Cr'-sacarido. Por ello, a estos valores de pH y a tiempos cortos de reaccion,
la etapa de formacion de ésteres de Cr'! puede distinguirse claramente de la
correspondiente a la transferencia electronica. En todos los casos, las mezclas
Cr'Y/sacérido exhibieron una banda de absorcién con un valor de Amax €n el

rango 340 - 390 nm, consistente con la atribuida a ésteres de Cr'! [101]. La
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absorbancia de estas bandas se incrementa con el aumento de la [sacarido],
probablemente como resultado de un desplazamiento hacia la formacion de
los ésteres en el equilibrio. A manera de ejemplo, se pueden observar en la
Figura 5.5, los espectros diferenciales obtenidos para la reaccién Cr'//GHL a

pH 7,1 y luego de 2,0 min de reaccion.

0,08 -

0,06

0,04

A Absorbancia

0,02

0,00 -

T T T T

T T T
360 400 440

Longitud de onda (nm)

Figura 5.5. Espectros diferenciales de mezclas Cr'"/GHL a pH = 7,1 mostrando el incremento
en la banda a 372 nm con el aumento de la [GHL]. Condiciones: [GHL] = (a) 0,06, (b) 0,09 y
() 0,12 M, [C'"]=0,6 mM,I=1,0M, T = 25 °C.

5.1.3. Deteccion de radicales en mezclas Cr'!/sacarido
La presencia de radicales libres organicos se evalué en mezclas de reaccién
Cr'Y/sacarido, para los tres sacéridos en estudio (GHL, Galur y Glucar),

mediante el test de polimerizacion con acrilonitrilo o acrilamida, como
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agentes polimerizantes. Este tipo de test ha sido utilizado ampliamente para
la deteccidn de radicales libres organicos [102]. Los radicales libres organicos
del tipo R’ derivados de la oxidacién de los sacaridos, actian como
iniciadores de la reaccion de polimerizacion de los monémeros de acrilamida

o acrilonitrilo, Figura 5.6.

H\ KH Polimerizacion H _,H

Q
Il
Q
Y
f'|1
0

Figura 5.6. Reaccion de polimerizacion de los mondmeros de acrilonitrilo.

En todas las mezclas de reaccidn Cr''/sacarido a fias gie se fie adocopmgp
agente polimerizante (acrolinitrilo o acrilamida) se obtuvo un precipitado
blanco, indicando un resultado positivo. La deteccion de radicales libres
mediante el ensayo de polimerizacion, pone de manifiesto que existe una via
involucrando una etapa mono electronica con formacion de un radical
orgénico, durante la reaccion redox Cr**/sacdrido. Resultados similares se han
obtenido para la reaccién del Cr'! con diversos sustratos organicos [44].

Si bien podria pensarse en detectar los radicales libres organicos por

Resonancia Paramagnética Electronica (RPE) utilizando atrapadores tales,
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como el DMPO (5,5-dimetil-1-pirrolin N-6xido), nuestros intentos resultaron
infructuosos. EIl DMPO puede formar aductos relativamente estables con los
radicales libres permitiendo su deteccién por RPE [130]. Los intentos
realizados para la deteccion de radicales libres por RPE en nuestras mezclas
de reaccién Cr'Y/sacérido, fueron fallidos. Probablemente este resultado
negativo se basa en que el atrapador de radicales libres es oxidado por el

Cr", por lo que perderia su capacidad de formar aductos estables.

5.1.4. Detecciéon de los intermediarios de reacciéon Cr'/Cr"V en
mezclas de reaccion Cr''/sacarido

La especie Cr'' participa en el mecanismo de oxidacion de numerosos
alcoholes por Cr'¥ y Cr'! en medio &cido [38-42].

Se sabe que el Cr" puede oxidar alcoholes actuando como un agente
oxidante de dos electrones para dar Cr'! y el correspondiente producto
organico oxidado [39]. La presencia de los intermediarios de Cr" y de Cr'¥ en
las mezclas de reaccion Cr'Y/sacérido puede ser demostrada por su
conversion en la especie Cr0,** 5, como se detall en la seccién 2.3.4.2 [38-
42].

Cuando se intenta detectar al intermediario redox Cr", en mezclas de
reaccién Cr'Y/sacarido, existen dos reacciones que pueden eliminarlo del

medio de reaccidn y evitar su deteccidén experimental:
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a) la reaccion del Cr'* con Cr¥}, ec. 5.1

CrH(ac) + CrVI(ac) —> Crm(ac) + Crv(ac) (51)

b) el consumo autocatalitico del CrO,** por el Cr”, ec. 5.2

CrII(ac) + CI’O?(aC) -2 Cr02+(ac) (52)

Como se puede ver en las ecuaciones 5.1y 5.2, el Cr'! y el O, compiten por
el Cr. Si la concentracién de Cr'! es alta tiene lugar la reaccion indicada por
la ec. 5.1. Ademas, la baja concentracién de O, hace que solo parte del Cr™
(generado por reaccién redox entre Cr' y el sacarido) se transforme en
CrO,%*. El Cr'! remanente reacciona segun la ec. 5.2 para dar mas Cr que es
reducido nuevamente a Cr por el sustrato que se encuentra en exceso. En
definitiva, no se lograria detectar CrO,**.

Sin embargo, s/ /as condiciones experimentales son apropiadas, es decir, se
utiliza una [0,] (1,26 mM) y una [Cr] (~10 M), /a reaccion del Cr” (si se
encuentra presente en la mezcla de reaccién) con O; para dar CrO5* puede
competir exitosamente con las reacciones expresadas por las ec. 5.1 y 5.2

[38,39,44].
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Los barridos espectrales periddicos de soluciones saturadas en O,, de las
mezclas de reaccion Cr''/GHL y Cr'!/Galur en medio acido, mostraron la
aparicion de dos bandas de absorcién a 290 y 245 nm, con una relacién de
intensidades Absy4s/Absyeo = 2,2, Figuras 5.7 - 5.8. Como se indico
previamente en la seccidn 2.3.3.4, estas dos bandas, asi como la relacion de
intensidad méxima entre ambas, son caracteristicas del compuesto CrO,** (aq)
[39,]. La identidad de la especie Cr022+(ac), fue confirmada también,
mediante la reaccién con Fe',, ec. 2.2.

Luego de que todo el Cr'! ha sido consumido, ambas bandas persisten en
solucién, como se ha observado en la reduccion de Cr'' por alcoholes,
polioles lineales, sacaridos e hidroxiacidos [38-62].

Estos resultados espectroscopicos indican que el Cr'! se forma en la reaccién
Cr'/GHL y Cr//Galur, lo cudl puede considerarse como evidencia de que el
CrV estd involucrado en el mecanismo redox, como ocurre con otros
sustratos estudiados [38-62].

Los primeros espectros de la serie de las Figuras 5.7 y 5.8 corresponden a
mezclas de las especies: CrO,** ) y Cr'! como lo indica la presencia de las
tres bandas de absorcion a 245, 290 y 350 nm. En la parte superior de las
Figuras 5.7 y 5.8 se puede ver la evolucion en el tiempo de la concentracién
de CrO,**no, para la mezcla de reaccibn CrJGHL y Cr'/Galur

respectivamente. A 245 nm absorben las especies CrO»**z¢) y Cr", por ello,
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para calcular la [CrO**] a cada tiempo se restd la contribucidn a la
absorbancia del Cr'! a esa longitud de onda. La [Cr'!] es conocida ya que a
350 nm solo absorbe esta especie. Por lo tanto, es posible calcular su
contribucidn a la absorbancia total a 245 nm para cada tiempo.

De esta manera la concentracion de CrO,** en funcién del tiempo de

reaccion (inserto de las Figuras 5.7 y 5.8) puede calcularse segun las ec. 5.3

a 5.5:
245 245 245
Abs (CrO%*) = AbS (total) - Abs (CFVI) (5.3)
Abs 245
245 245 PV
Abs(Cro§+) = ADS 1ot — %ng (5.4)
1
AbS N 245
[CrO2']= ) 55)
3

En las ec. 5.3 a 5.5, 1y &2 representan los coeficientes de absortividad molar
del Cr'! a 350 y 245 nm, respectivamente, mientras que 3 es el coeficiente
de absortividad molar del CrO,>* a 245 nm. En nuestras condiciones
experimentales, &7 = 1550 M* cm™ y &> = 1900 M? cm™. El valor de &3 =

7000 M cm™ es un dato obtenido de la literatura [39].
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Figura 5.7. Evolucién en el tiempo de los espectros de mezclas Cr'//GHL exhibiendo la
formacién de CrO,**. Condiciones: [GHL] = 0,2 M, [HCIO4] = 0,2 M, [O;] = 1,26 mM, [Cr] =
3,0x 10°M,I=10M, T = 25 ©°C. Espectros 1 - 4 y 5 - 9 adquiridos cada 2 y 6 min
respectivamente. Inserto: evolucién con el tiempo de la [CrO,**] a 245 nm.

De acuerdo a esto, la concentracidn méxima de la especie CrO,**(ac) para la
mezcla de reaccion Cr'/GHL presentd un valor de 1,4 x 10° M, ( rendimiento
= 46 %). Si la reaccion redox Cr''/GHL tuviera lugar exclusivamente través
de la ruta Cr'! - €Y — Cr' [44], la cantidad de la especie CrO** (s

generado deberia alcanzar el 100 % de rendimiento. Pero en este caso, el
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porcentaje de la especie Cr022+(ac) producido fue menor, sugiriendo que parte
del Cr'! estd reaccionando por otra via que no involucra a las especies

crVycrt
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Figura 5.8. Evolucion en el tiempo de los espectros de mezclas Cr'Y/Galur exhibiendo la
formacién de CrO,?*. Condiciones: [Galur] = 0,02 M, [H*] = 1,0 M, [0,] = 1,26 mM, I = 1,0
M, T = 25 °C, [Cr'"] = 6,0 10 M. Espectros cada 2 min. Inserto: evolucién con el tiempo de
la [CrO,**] a 245 nm.

Para la mezcla de reaccién Cr'"/Galur, la concentraciéon maxima de la especie
Cr0»** (ac) obtenida corresponde a un valor de 1,9 x 10° M, (rendimiento = 32
%). Nuevamente, si la reaccion redox Cr'"/Galur tuviera lugar exclusivamente

través de pasos de 2 electrones, el rendimiento en la especie CrO*"
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generado deberia alcanzar el 100 %. Dado que el porcentaje de la especie
Cr0,** a¢) producido fue menor, esto sugiere que parte del Cr'! reacciona por
una via mono electrénica, es decir, no involucra a las especies Cr'Y/Cr™.

Los resultados obtenidos al intentar detectar la presencia de CrO,** en
mezclas Cr''/Glucar fueron, inicialmente, negativos. Los barridos periddicos
de soluciones saturadas en O,, de la mezcla de reaccién Cr''/Glucar en
medio acido y condiciones similares a las utilizadas para los estudios de otros
sustratos, no mostraron la aparicion de las dos bandas de absorcion
caracteristicas de la especie Cr022+(ac), Figura 5.9. El espectro obtenido,
muestra una Unica banda alrededor de 275 nm, aproximadamente, que se
superpone con el espectro de la especie Cr022+(ac), Figura 5.9. Es posible que

este espectro corresponda al complejo Cr'™

-Glucar, formado durante la
reaccion de la oxidacion Cr''/Glucar [131], o a la especie bis-u-hidroxo de
caracter dimerico, [Cr(OH),Cr]**, formada cuando el Cr" entra en la esfera de

coordinacién del Cr". Luego de la transferencia electrénica, ambos centros

metalicos producen Cr'™ [38].
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Figura 5.9. Comparacion de los espectros de la especie CrO,** y el espectro obtenido para
una mezcla de reaccién Cr'Y/Glucar. Condiciones: [Glucar] = 40,0 mM, [H*] =0,3M,I= 1,0
M, [0.] = 1,26 mM, [Cr'"] = 1,0 x 10™ M (relacién S/Cr'* 4000:1), T = 25 °C. Azul, espectro
de CrO,**; naranja, espectro de la mezcla de reaccién Cr*/Glucar.

A pesar de este resultado, y teniendo en cuenta lo expuesto al inicio de esta
seccion, sabemos que las especies: Cr' y CrY, participan del mecanismo de
oxidacion por Cr'! de numerosos sustratos [38-40,44,113,132]. Entonces,
para poder observar la aparicion de la especie Cr022+(ac), para esta reaccion

particular, utilizamos condiciones experimentales diferentes. Para ello se tuvo

en cuenta:
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(a) la baja solubilidad del sustrato organico,

(b) la [Cr'"] necesaria para mantener una relacién apropiada para esta
experiencia,

(c) que la acidez y fuerza idnica del medio no afecte, significativamente la
estabilidad del sustrato y el CrO,** (seccién 2.3.3.5), y

(d) evitar la desproporcién del Cr' (seccién 2.3.3.6).

Los espectros obtenidos en estas nuevas condiciones se muestran en la

Figura 5.10.
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Figura 5.10. Evolucién en el tiempo de los espectros de mezclas Cr'"/Glucar exhibiendo la
formacién de CrO,%*. Condiciones: [Glucar] = 40 mM; [H*] = 2,0 M, [0,] = 1,26 mM, I = 2,0
M, T = 25 °C; [Cr'"] = 3 x 10 M. Espectros barridos cada 3 min.

Los primeros tres espectros de la Figura 5.10 indican la presencia de dos
bandas de absorcién a 245 y 350 nm. A partir del cuarto espectro, se observa
la aparicién de un hombro (poco definido) a 290 nm. La banda a 350 nm
corresponde a Cr"!, mientras que la banda a 245 nm y el hombro a 290 nm,
indicarian la presencia en la mezcla, de la especie CrO,** (.. La identidad de

este compuesto fue confirmada luego, mediante la reaccién con Fe®, ec. 2.2.
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Proponemos que la presencia de otra especie (no identificada) en la mezcla
de reaccion, hace que la relacion de intensidades Abs,4s/Abs;90 NO concuerde
con los valores esperados en la deteccién del ion CrO;**, como fue observado
en las reacciones redox Cr'//GHL y Cr''/Galur.

Estos resultados espectroscopicos indican que el Cr'! se forma en la reaccion
Cr'/Glucar y puede ser considerado evidencia de que el Cr'V estd
involucrado en el mecanismo redox [38-40,43,44,55,61,62].

Debido a la presencia de una interferencia, producida por una especie no
identificada, Figura 5.9, el estudio cinético de la reaccion Cr"/Glucar no
puede realizarse bajo las mismas condiciones experimentales empleadas para

la oxidacion por Cr' de los sustratos GHL y Galur.

5.2. Estudios cinéticos de la oxidacion de GHL y Galur por
CrIV

Los resultados obtenidos en la seccién anterior, indican que en mezclas de
reaccién Cr'/GHL, Cr'//Galur y Cr'}/Glucar existen especies intermediarias
de Cr". Se realizaron estudios para determinar la velocidad de la reaccion de
oxidacion por Cr'V de los sustratos GHL y Galur, de acuerdo a la metodologia
detallada en el Capitulo 2, Materiales y métodos.

Como se describid en la seccidn 5.1.4, los espectros de mezclas de reaccién

CrY/GHL y CrV/Galur confirmaron que el aumento en la absorbancia a 290
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nm fue el resultado del incremento en la [CrO,**]. En ambos casos, el
espectro obtenido reveld valores de Amax @ 245 y 290 nm, junto con una
relaciéon de intensidades Abs,ss/Absyeo = 2,2 caracteristica de la especie
Cr022+(ac) [38,39,44]. Adicionalmente, y para los dos sustratos en estudio en
esta seccién, al final de la reaccion Cr'Y/sacérido, se adiciond solucion de Fe™
en exceso y el espectro diferencial obtenido mostr6é una absorbancia negativa
a 290 nm, confirmando la identidad de la especie CrO,**(a¢). De esta manera,
la cinética de la reaccién Cr'Y/GHL y Cr"/Galur en medio &cido, en
soluciones saturadas de O, fue seguida espectrofotométricamente a 290
nm, por la formacién de la especie CrO,** (), como se detallé en la seccién
2.3.3.8.

Es importante destacar que el Cr" puede desproporcionar en Cr'™y Cr'Y, con
una cinética de segundo orden respecto a la [Cr'Y] y una dependencia inversa
con la [H*] [133]. La reaccion de desproporcion debe ser evitada, ya que el
Cr'' absorbe a 290 nm, interfiriendo con las mediciones de la especie
CrO2** (ac)-

1 fue evidente

A muy bajas [sacérido], la desproporcion del Cr¥ en Cr'' y Cr
por la aparicion del espectro tipico de la especie Cr',, la cual presenta una
banda caracteristica a 350 nm. Como se indicd en la seccion 2.3.3.7, las

condiciones experimentales fueron elegidas de forma tal que la reaccion

Cr"V/sacarido pudiera competir exitosamente con la desproporcion del Cr'.
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Las Figura 5.11 y 5.12 indican que para mezclas Cr'Y/GHL y Cr/Galur,
respectivamente, se logrd un muy buen ajuste de los datos de Absyy Vs
tiempo empleando la ec. 3.5. En el inserto de ambas figuras, se puede
observar la evolucidon en el tiempo de los espectros que demuestra la

identidad de la especie Cr022+(ac), sin observarse desproporcién de Cr'.
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Figura 5.11. Incremento en la Abs,q debida a la formacién de CrO,>* a partir de la reaccidon
Cr'Y/GHL. El ajuste experimental de los datos fue realizado utilizando la ec. 3.5. Condiciones:
[H*] = 0,30 M, [0,] = 1,26 mM, [GHL] =3,0x 10°M,I1=1,0M, T = 15°C, [C"] = 7,5 x
10 M. Inserto: evolucion en el tiempo de las mezclas Cr'V/GHL.
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Figura 5.12. Incremento en la Abs,q debida a la formacién de CrO,?* a partir de la reaccién
Cr¥/Galur. El ajuste experimental de los datos fue realizado utilizando la ec. 3.5.
Condiciones: [H*] = 0,25 M; [0,] = 1,26 mM, [Galur] = 3,0 x 10°M,I1=1,0M, T = 15 °C,
[CrY] = 7,5 x 10 M. Inserto: evolucién en el tiempo de las mezclas Cr/Galur.

Para ambos sacaridos, se determind que el aumento de la Absyg Sigue una
cinética de primer orden con respecto a la [Cr'V] y [sacarido]. Los valores de
constante de velocidad experimental, A+, fueron calculados por agjuste de
los datos de absorbancia a 290 nm vs tiempo, empleando un 80 % de los

datos experimentales, de acuerdo a la ec. 3.5.
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5.2.1. Sistema Cr'Y/GHL

Los valores de Ay, para la reaccién Cr'/GHL, (siendo el sustrato GHL,
considerado un sacarido neutro) fueron /ndependientes de la [H*] en el rango
(0,1 — 0,6) M. Esta independencia de la velocidad de oxidacién GHL con la
[H*] resulto igual a la demostrada previamente para otros sustratos neutros
presentados en esta tesis [95,112]. Cabe destacar que la oxidacion de
alcoholes por Cr' presenta la misma falta de dependencia con la acidez [39].
La Tabla 5.1 nos permite apreciar los valores de ks, para diferentes

concentraciones de GHL.

Tabla 5.1. Valores observados de constantes de velocidad de pseudo-

primer orden para la desaparicion de Cr'(,.), Ksexp, a diferentes [GHL].[]

[GHL] (M) k4exp[b] / 5_1
0,002 0,067 + 0,0070
0,003 0,093 £ 0,010
0,004 0,12 + 0,012
0,005 0,15+ 0,015
0,006 0,17+0,018

11 = 15 oC; [CrV]= 7,5 x 10° M; I = 1,0 M.
] valores obtenidos de multiples determinaciones. Las constantes de velocidad, Ksexp, S€
obtuvieron empleando la ec. 3.5 y el programa Sigma Plot 8.0.
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El grafico de ksexp Vs [GHL], Figura 5.13, responde a una relacion lineal sin

ordenada al origen, ec. 5.6:

k =k, [GHL] (5.6)

4exp

El valor de k4, la constante bimolecular de velocidad, se determind a partir de

la pendiente del grafico Asex,vs [GHL].

ks =31,0(x3,1)M's?

0,25 -

0,20 -

—g—

)
—8—

n 0,15 -

4

k4ﬂ:{p (s

0,10 -

v
S

0,05 S

D}DD B T T T T T T
0,000 0,002 0,004 0,006

[GHL] (M)

Figura 5.13. Efecto de la [GHL] sobre las constantes de velocidad de pseudo primer orden
observadas para la desaparicion de Cr", kuex- Condiciones: T = 15°C, I = 1,0, [H'] = (0,1 -
0,6) M.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos:
a) independencia de la velocidad de la reaccién Cr'Y/GHL con la [H*] para el
rango de acidez estudiado, y

b) la dependencia de ke, con la [GHL],

la /ey de velocidad experimental para la reaccion redox Cr'/GHL, queda

expresada mediante la ec. 5.7:

_d[Cr] _d[CrO7]
dt  dt

—k, [GHL][cr"] (5.7)

5.2.2. Sistema Cr'V/Galur

Galur es un sacérido &cido y para la reaccién Cr'/Galur, el valor de Ayexp
varia linealmente con la concentracion de sacarido. Sin embargo, existe
influencia de la acidez del medio, como se puede apreciar en la Figura 5.14.
Al graficar ksexp Vs [Galur], a diferente concentraciones de [H'], se obtiene
una familia de rectas con diferentes pendientes y sin ordenada al origen, ec.

5.8.

Kgexo =Ky [Galur] (5.8)
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(a)
0,15 - 1
)
~_(c)
~ 0,10 - 5 ()
) 3 - (e)
8 3
~ 0,054
0,00 : : . . - . - :
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004
[Galur] (M)

Figura 5.14. Efecto de la [Galur] sobre A, Condiciones: T = 15 °C, I = 1,0, [CrV] = 0,075
mMy [H*]: (a) 0,10, (b) 0,15, (c) 0,20, (d) 0,25 y (e) 0,30 M.

A medida que aumenta la [H'], disminuyen los valores de las pendientes de
cada una de las rectas, lo que indica claramente una inhibicion de /la
velocidad de la reaccion con la acidez del medio de reaccion. Los valores de

Kaexp Para cada [H'] y [Galur] se detallan en la Tabla 5.2.
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Tabla 5.2. Valores de constante de pseudo primer orden

observados, ksexp, para diferentes [H*] y [Galur].!?!

[H"] (M) 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

[Galur](M) Kexp X 10?l/s7

0,001 39+0,20 3,0£0,10 25+0,12 23+0,11 2,0+0,10
00015 58+030 46+023 40+020 34+0,17 3,0£0,15
0,002 80+£040 60+£030 51+025 45+022 3,8+0,19
0,003 12+060 89+044 74+037 6,6+033 6,1£0,30

0,004 15+0,70 11+055 98+049 8,6+043 8,0+0,40

[8fr = 15 °C; [CrV]= 0,075 mM; I = 1,0 M.
(®] valores obtenidos de multiples determinaciones. Las constantes de velocidad, Ksexp, S€
obtuvieron empleando la ec. 3.5 y el programa Sigma Plot 8.0.

Para cada [H'], se calulo el valor de la constante de velocidad de
desaparicion de Cr", k4, como la pendiente de cada recta obtenida al

graficar Ksexp VS [Galur], Tabla 5.3.
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Tabla 5.3. Valores de constante de velocidad de desaparicion de Cr', kg,

para las diferentes [H*].[*!

[H*] (M) 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

k4|-| x 10
3,86 + 0,39 2,87 £ 0,29 2,48 + 0,25 2,19+ 0,22 1,99 % 0,20
(M*s™)

[eIT = 15 °C, [CrV]= 0,075 mM, I = 1,0 M.

En la Figura 5.15 podemos observar el comportamiento de k4 frente a la
[H*], para la reaccién Cr'Y/Galur. Como se puede observar, la constante
bimolecular de velocidad, ks varia linealmente con la [H*]' con una

ordenada positiva, &/ y una pendiente, &/, Figura 5.15 y ec. 5.9.
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Figura 5.15. Dependencia lineal de kg con [H*]™. Condiciones: T = 15°C, I = 1,0y [CV] =

0,075 mM.
+H
Kaw =k + k" H] (5.9)
Donde
ks' = 10,30 (£ 0,50) M st

ks™ = 2,90 (+ 0,14) s

Para obtener, el valor de k4 independizada de [Galur] y [H*], se combinaron

las ecuaciones 5.9 y 5.10, obteniéndose la ec. 5.11:
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k, =k, [Galur] (5.10)

K, =(ka" +k," [H]")[Galur] (5.11)

La /ey de velocidad experimental para la desaparicion de Cr", la oxidacion de

sacaridos acidos, se encuentra expresada en la ec. 5.12:

~ d[Cr"] _ d[CrO3']

dt dt - (k4I + k4II [ +]71)[Ga|'~“‘] [Crw] (5.12)

La forma de la ley de velocidad experimental de la ec. 5.12 para la oxidacién
de Galur por Cr" tiene una forma similar que la encontrada para otros
sustratos acidos [96,112].

Al igual que para el estudio del sistema Cr'/acido D-glucénico, detallado
en la seccidn 3.4, la ley de velocidad para la oxidacion de Galur por CrY se
dedujo aplicando el equilibrio dcido- base entre el acido carboxilico y su base

conjugada, Esquema 5.1.



Capitulo 5: Estudios de la oxidacién de sacéridos por Cr/¥/"Y H 2013

HS-COOH HS-COO + H"
CI'I/-’H\_‘ k Crwﬁ\kz—- ﬂﬂH++ P
rapida
CrOH" + P loz
rapida J, o, croy”t
ao”"

Esquema 5.1. Mecanismo propuesto para la reaccion de Cr' con &cido D-glucdnico.

De acuerdo a este esquema, hay dos especies capaces de reaccionar con el
Cr en pasos paralelos lentos, generando Cr” y producto orgénico oxidado
(P). Las constantes k; y k> del Esquema 5.1 representan, las constantes de
velocidad para la oxidacion del acido carboxilico, HS-COOH (Galur) y su base
conjugada, HS-COO™ (galacturonato), respectivamente. Teniendo en cuenta

las dos etapas lentas paralelas se llega a la ec. 5.13:

k, =k, [HS — COOH]+k, [HS — COO" | (5.13)

Para obtener 4, se debe tener en cuenta la expresién de la constante de

equilibrio, Kj, ec. 5.14,
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« " ]Hs - coo”]
°  [HS - COOH ]

(5.14)

Considerando que en todo momento, la concentracion total de sustrato se

puede expresar segun la ec. 5.15:

[HS — COOH], = [HS — COOH] + [HS — COO" | (5.15)

y realizando los correspondientes operaciones matematicas, la ec. 5.13 se

transforma en la ec. 5.16:

k, = Rk ko K, [HS — COOH] (5.16)
H] +k,

Considerando que K, es igual a 4,0 x 10 [119], [H*] >> K, la ec. 5.16 se

convierte en la ec. 5.17:

Ky =k, +k, K, ] )[Hs - coon], (5.17)
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La /ey de velocidad para la desaparicion de ¢/ toma la forma de la ec. 5.18,
en concordancia con la /ey de velocidad experimental para esta reaccion, ec.

3.5, donde k; = k4]y (/(2/(,3) = /(4”.

_d[CrV] _ d[CrO3’]
dt dt

= (k,+k, K, [H*]*)[HS - cooHk [cr]  (5.18)

La ec. 5.18 corrobora que la velocidad de oxidacién de sacaridos acidos por
Cr, es fuertemente inhibida al aumentarla [H*] [38,62].

La obtencién de las leyes de velocidad de oxidacién de estos sacaridos por
Cr"Y es de suma importancia a la hora de decidir si éste intermediario redox
se encuentra /nvolucrado en etapas de reaccion rapidas o lentas. En este
trabajo se determina la presencia del intermediario redox Cr“ por
espectrofotometria y se establece la ley de velocidad experimental de la
reaccion Cr/sacérido. Estas leyes nos permiten comparar las velocidades de
reaccion y decidir en base a resultados cinéticos, la participacion o no del Cr"”

en etapas determinantes del proceso global de oxidacion Cr’/sacarido.
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5.3. Estudio de la reaccion global de oxidacion
Cr''/sacarido

5.3.1. Estudio de la reacciéon de oxidacion Cr'*/GHL

Como se menciond previamente en la seccion 4.2.1, los espectros de las
mezclas de reaccién Cr''/GHL en medio HClO4,0, muestran una banda de
absorbancia a 350 nm y un hombro a 420 - 500 nm, caracteristicos de la
especie Cr'! en medio acido. Los perfiles cinéticos obtenidos pudieron ser
descriptos apropiadamente por el set de reacciones consecutivas de primer

orden que se muestra en la Esquema 5.2.

k k
ror YL, AV XY il
+
il

111

Esquema 5.2. Pasos lentos propuestos en la reduccién de Cr'" a Cr'™ en presencia de GHL.

Este esquema de reaccién propone la formacion de especies de Cr’ como
intermediario del proceso. Debe destacarse que las especies de Cr’ absorben
a 350 nm, valor de longitud de onda a la que absorbe el Cr; siendo la A =
350 nm, la seleccionada para el seguimiento cinético de las reacciones de
oxidacion cromica de sacaridos. Cualquier valor de absorbancia a 350 nm

provendrd en parte de la absorbancia de la especie Cr'' y en parte de la
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absorbancia de la especie Cr'. Por este motivo, la contribucidon del Cr' debe
ser tenida en cuenta al interpretar los decaimientos en los valores de
absorbancia a 350 nm, especialmente cuando las velocidades de decaimiento
de ambas especies, Cr'" y CrY, son similares [66]. De esta manera, a
cualquier tiempo durante la reaccion redox, la absorbancia a 350 nm esta

dada por la ec. 5.19:
Abs,, =& [cr'] +&¥ [crY] (5.19)

Combinando la ec. 5.19 con las expresiones de velocidad [111,134] derivadas
del Esquema 5.2, (deduccion de la ec. 5.20 ver Anexo 1), se obtiene la

siguiente expresion:

[e—ks expt __ e—2k6 exp t

2K — K (5.20)

5exp

Abs,., = Abs, e 2=t + k.. '[cr],

6 exp _
6 exp

En la ec. 5.20, £” se refiere al valor de absortividad molar de la especio oxo-
Cr'-GHL a 350 nm, cuyo valor es de 2,3 + (0,20) x 10°* M cm™ (seccidn
2.3.7). Keexp Y Ksexp SON las constantes de velocidad de desaparicion de cy
CrY, respectivamente, y fueron evaluadas usando un ajuste no lineal

empleando la ec. 5.20. Debe destacarse que en la ec. 5.20, ksexp aparece en
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el numerador del término pre-exponencial y 2 Kseypy aparece en el
denominador y en el término exponencial. Esto ocurre debido a que, de
acuerdo a la reaccién propuesta en el Esquema 5.2 solo la mitad del Cr

1 3 través de intermediarios de Cr".

produce Cr
Para la determinacion del orden de reaccién respecto de Cr! y Cr', las
constantes de velocidad fueron calculadas para varias [Cr'l], a valores de
temperatura, [GHL], [H"] e I constantes. Los valores de Asexp Y Ksexp
obtenidos permanecen constantes al variar la [Cr'To.

Las constantes de velocidad, Asex Y Aseys, Calculadas para varias [GHL] a [H']

fija se muestran en la Tabla 5.4.
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Tabla 5.4. Valores de constante de pseudo — primer - orden para la
desaparicion de Cr'' y Cr¥ (Keexp Y Ksexp) a diferentes [H*] y [GHL]. [

[GHL] (M) 0,036 0,060 0,084 0,12 0,15

[H+] (M) 103 X I(6exp [b] / s_l

0,20 0,061 + 0,060 0,094 + 0,010 0,12+ 0,010 0,17 +0,017 0,24 + 0,024
0,40  0,26+0,026 0,41+0,041 0,54+ 0,054 0,83+0,083 1,1+0,11
0,60 051+0,051 1,0+0,10 1,3+0,13 1,7+0,017 2,1+0,21
0,80 0,97+0,097 1,7+0,17 22+022 3.1+031 360,36

1,00 1,6 £0,16 2,4+ 0,24 3,6 £0,36 50+£0,5 59+0,59

0,036 0,060 0,084 0,12 0,15

[H*] (M)

103 X k5exp (b / S_l

0,20 0,25+0,025 0,31+0,031 0,39+0,039 0,50 0,050 0,60 + 0,060
0,40  0,36+0,036 0,49+0,049 0,580,058 0,72 +0,072 0,87 + 0,087
0,60 0,52+0,052 0,75+0,075 0,96+0,096 1,2+0,12  1,5+0,15
080 070+0,070 10£0,10 1,4+0,14 19+0,19 2,2+0,22

1,00 0,90+0,090 1,4+0,14 1,8£0,18 2,5+0,25 3,1+0,31

(e Condiciones: T = 33 °C, [Cr']= 6,0 x 10* M, I = 1,0 M.
®] valores obtenidos de multiples determinaciones. Las constantes de velocidad fueron
obtenidas empleando la ec. 5.20, y el programa Sigma Plot 8.0.

En el rango de [H"] empleado en este trabajo, la grafica de Keexp VS [GHL]

dio lugar a una familia de rectas, sin ordenada al origen, cuyas pendientes
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aumentaron con el incremento de la [H*]. A partir de las pendientes de estas

rectas se determinaron los valores de ke, Figura 5.16 y ec. 5.21.

k

6exp

D

k6exp (S

= Ken [G

HL] (5.21)
0,05
_ ops
*-;0,03,
3 o (e)
001
0 02 04 06 08 10
[H*]1* (M) (d)
(c)
(b)
— a —e— (a)
0,02 004 006 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16

[GHL] (M)

Figura 5.16. Efecto de la [GHL] sobre las constantes de velocidad de pseudo primer orden
observadas para la desaparicién de Cr", Keexp- Condiciones: T = 33 °C, I = 1,0 y [H*] (a)
0,20, (b) 0,40, (c) 0,60, (d) 0,80, (e) 1,0 M. Inserto: dependencia de key con [H*].

La constante, ks presenta una dependencia de segundo orden con la [H*]

dada por la ec. 5.22, sin ordenada al origen, inserto Figura 5.16.

Ken =Kg [H*]2 (5.22)
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Entonces, keexp resulta en la ec. 5.23:

Koo =k¢ H [ [GHL] (5.23)

donde

ke = 0,040 (+ 0,04) M3 st
La ley de velocidad experimental queda expresada por la ec. 5.24:

_d[cr]

ke H*]? [eHL] [er]; (5.24)

A [H*] constante, los graficos de Asey vs [GHL] mostraron una dependencia
lineal con la [GHL], con un valor positivo de ordenada al origen, ec. 5.25 y
Figura 5.17, de la cual se pudo calcular la constante bimolecular de velocidad,

k. 5

k ke, + ke [GHL] (5.25)

5exp =
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Figura 5.17. Efecto de la [GHL] sobre las constantes de velocidad de pseudo primer orden
observadas para la desaparicién de Cr, Ksexp- Condiciones: T =33 °C, I = 1,0 y [H'] (a)
0,20, (b) 0,40, (c) 0,60, (d) 0,80, (e) 1,0 M. Inserto: dependencia de ksy™ con [H*].

Como se puede observar en la Figura 5.17, para cada concentracion de
protones se obtienen rectas con la misma ordenada al origen pero sus
pendientes aumentan con el aumento de la acidez. A partir de las pendientes
de cada recta se obtienen los valores de sy Las graficas de ksy vs [H']
permiten observar una dependencia cuadratica con una ordenada positiva,

ec. 5.26 e inserto Figura 5.17.

Koy =K' + k" H']? (5.26)
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Reemplazando la ec. 5.26 en la ec. 5.25, se llega a la expresion dada por la

ec. 5.27:

Koo =Ko + (kSI ik H]° )[GHL]

5exp

(5.27)

Kewo = kg +ks' [GHL]+ ko™ [H*] [GHL]

S5exp

donde
ksw' = 2,0 (£ 0,2) x 10 s™
ks'=1,9(+0,20) x 103 M1s?

ks =1,8(+0,2) x102M3s?
La ley de velocidad experimental, queda expresada por la ec. 5.28:

_d[CrV]_
dt

_d[Cr']
dt

kot + (ks + k" [H]) [HL) e ],
(5.28)
(kSHI kg [GHL]+ k" 1] [GHL]) lcrv],

Las constantes de velocidad para la desaparicién de Cr'! y Cr estan dadas

por las ec. 5.23 y 5.27 respectivamente.
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Los valores de las constantes de velocidad Asexy Y Asexp fueron obtenidos en
forma independiente mediante espectroscopia RPE. La senal de RPE de las
especies oxo-Cr'-GHL, crece y decae a 20 °C, Figura 5.18. Esta sefial fue
monitoreada por RPE con alta modulacion de amplitud (2,0 G) en las
condiciones que se mencionan al pie de la Figura 5.18. Se obtuvieron sehales
de RPE con buenas relaciones intensidad/ruido utilizando [Cr'] mas elevadas
que las empleadas en los estudios cinéticos. Por otra parte, e/ valor alto
moaulacion de amplitud empleada evita el desdoblamiento de la sefal, lo que

simplifica el calculo del drea o de la altura de la sefial de RPE.

5000 ~

4000 -

3000 -

Altura

2000 -

1000 -

O T

T T
2000 2500

t (s)

Figura 5.18. Grafico alturas pico a pico de la sefial de RPE para especies oxo-Cr'-GHL vs
tiempo para mezclas de reaccién Cr//GHL. Condiciones: I = 1,0 M, T = 20 °C, [GHL] = 0,51

I T I T I '
500 1000 1500 3000 3500
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M, [H'] = 0,3 M, [C] = 1,0 x 10° M, modulacién de amplitud = 2,0 G. Los datos
experimentales fueron ajustados utilizando la ec. 5.29.

Los datos de RPE fueron ajustados usando la ec. 5.29 derivada del Esquema
5.2 (deduccidn de la ec. 5.29 ver Anexo 1) para el Cr' total presente en la

mezcla de reaccion a cualquier tiempo.

(e—kSexpt _ e—2k6expt)
2Kgero — K

Altura = Ak, (5.29)

6 exp S5exp
El valor de A depende de los parametros utilizados para la adquisicién de los
datos de RPE: potencia aplicada, ganancia, modulaciéon de amplitud y del

instrumental utilizado.

Seguimiento de /a cinética de la reaccion redox a 570 nm

El espectro de absorcidn de las mezclas Cr''/GHL evidencia que la especie al
finalizar la reaccién redox no es al especie [Cr(H20)6]3+(ac). Todas las
mezclaspresemtarpm n bandas a 408 nm (g€ =18,0 M! cm) y 574 nm
(€=15,0 M cm™) con intensidades mayores a las del a [Cr(OH2)6]>" (a0)-
Ademas, los datos cinéticos obtenidos a 570 nm, Figura 5.19, indican que la
absorbancia crece a intensidades mayores a las esperadas para la especie
[Cr(OH,)s]**. Este alto valor de absorbancia decae en un tiempo muy corto.

Los altos valores de absorbancia a 570 nm pueden deberse a la presencia de
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especies de Cr' (dado que presentan una banda débil de transicion
electrénica del tipo d-d a dicho valor de longitud de onda) y/o a
intermediarios de Cr"™GHL que luego hidrolizan al producto final,
[Cr(OH2)6]*" (a0)-

Los datos de absorbancia vs tiempo, a 570 nm, Figura 5.19, pudieron ser
adecuadamente ajustados considerando la presencia de intermediarios Cr’,
ademas de especies Cr'-sacarido. De esta forma, la absorbancia total a 570

nm a cualquier tiempo esta dada por la ec. 5.30:

Abs.,, = sV[CrV] + g™ [Crm] (5.30)

Combinando la ec. 5.30 con la expresion de velocidad derivada del Esquema
5.2, para las [Cr™] y [Cr'] presentes en la mezcla de reaccion, se obtiene la

ec. 5.31 (deduccion ec. 5.31 ver Anexo 1):

(e—stexpt _ e—kSexpt )
6exp k 2 k

Abs,,, = &" [CrVI]O 1 — @-2keewt <8v B 8III) K (5.31)

S5exp 6exp

Un buen ajuste de los datos experimentales se obtuvo empleando la ec. 5.31

con e’ =62 M ecm?y ™ = 15,2 M' cm™, Figura 5.19. Los valores de ¢¥ y

™ empleados fueron razonables para los complejos oxo-Cr'-sacarido y Cr'-
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sacarido a 570 nm, respectivamente. Se obtuvieron los mismos valores de
Ksexp Y Ksexp cuando se emplearon las ecuaciones 5.23, 5.27 o 5.31. Estos
resultados indican que las especies intermediarias de Cr’ podrian ser
responsables del crecimiento y decaimiento de la absorbancia a 570 nm a

III

tiempos cortos, posteriormente, las especies de Cr--sacaridos se

descomponen lentamente a [Cr(OH2)6]3+(ac), con el consiguiente
desplazamiento de las bandas de absorcién a valores de longitud de onda de
574 y 410 nm, segun se indicd anteriormente, al comienzo del presente

capitulo.

0,20 -
0,19 1
0,18 -
0,17 -
0,16 -

0,15 -

Absorbancia a 570 nm

0,14 4

0,13 -

0,12 T 1 — T I T
0 20 40 60 80 100

t (s)

Figura 5.19. Curvas de absorbancia experimental vs tiempo para la reaccién Cr'//GHL a 570
nm. Los datos experimentales fueron ajustados con la ec. 5.31. Condiciones: [GHL] = 1,4 M,
[HCIO,]1 =1,0M, [C] =6,0x10° M, I = 1,0,

T =33 °C.

T T 1
120 140 160
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Bajo las condiciones cinéticas de medicion ([GHL] >> [Cr'"]), solo se
identificaron por HPLC como productos de reaccidn, acido D-glucdnico y acido
férmico. Las técnicas de espectroscopia RPE y UV-vis indicaron que el Cr'™

era la especie final de la reaccidn de oxido — reduccidn, en la mezcla de

reaccion.

5.3.2. Estudio de la reaccién de oxidaciéon Cr''/Galur

La evolucién en el tiempo de la absorbancia a 350 nm de las mezclas
Cr'//Galur descripta en la seccidn 5.2.1, exhibié una disminucién de la
absorbancia que no pudo describirse por medio de un decaimiento
exponencial simple. Estos perfiles cinéticos fueron apropiadamente descriptos
mediante la serie de reacciones de primer orden consecutivas del Esquema
5.2, en la que se propone la formacion de Cr¥ como intermediario del proceso
redox.

De esta manera, para el analisis de los datos de absorbancia de la mezclas de
reaccion Cr''/Galur, a 350 nm, se debe tener en cuenta la contribucién de
las especies de Cr' y de Cr'l. Debido a esto, en cualquier momento de la
reaccion redox, los valores de absorbancia a 350 nm obtenidos, estan dados

por la ec. 5.32.
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Abs,, =" [crV] + ¥ [crY] (5.32)

Combinando la ec. 5.32 con la ley de velocidad derivada de las reacciones de
primer orden consecutivas [136] del Esquema 5.2 ( ver deduccidn de ec. 5.3

Anexo 1), se llega a la misma expresion matematica obtenida en la ec. 5.33.

[efks expt ___ e72k6 expt

2Kger —K (5-33)

5exp

—-2kéexpt Vv VI
Abss5, = Abs, €77 + Kg o € [Cr ]0 —
6 exp

Nuevamente, ksexp Y Ksexp Se refieren a las constantes de velocidad de
desaparicion de Cr'" y Cr', respectivamente, mientras que &" refiere a la
absortividad molar del complejo oxo-Cr'-Galur a 350 nm (€” = 2,3 (£ 0,23) x
10® M cm™. Este valor fue determinado por espectroscopia UV-vis (seccidn
2.3.10) de la reaccidn de intercambio de ligandos entre [Cr'O(ehba),]” con un
exceso de Galur, como se detalla en la seccion 2.3.10. La formacion del
complejo Cr'-Galur fue confirmada por espectroscopia RPE.

Las constantes de velocidad Asexy Y Asexp fueron evaluados a partir del ajuste
de los datos experimentales, empleando la ec 5.33.

La Tabla 5.5 muestra los valores de Asexp ¥ Ksenp Obtenidos para varias

concentraciones de Galur en HClO4().
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Tabla 5.5. Valores observados para las constantes de velocidad de pseudo

primer orden (Keexp Y Ksexp) para diferentes [H*] y [Galur] [

[H*] (M) 0,20 0,40 0,63 0,80 0,97
[Galur] x 10°
10 (M) Keexp(s ™)™
0,48 [0,092+0,010 0,20+0,020 0,52+0,050 1,0+0,10 1,6+ 0,20
096 | 0,18+0,020 0,47+0,050  1,1+0,10 2,3+0,20 3,4+0,30
1,44 |027+0,030 0,78+0,080 19+0,20 3,6+0,40 5,4 +0,50
1,92 | 0,40+0,040 1,0+0,10 2,6+030 4,6+0,50 7,1+0,70
2,40 | 0,50+0,050 1,2+0,10 3,1+0,30 58+0,60 87+0,90
3,00 |0,54+0,050 1,5+0,10 40+040 7,0+0,70 10+1,0
3,60 - - - 8,4+0,80 12+1,0
10°
Ksexp(s ™)™

0,48 0,26 + 0,030 0,39 +0,040 0,55 + 0,060 077 % 0,95 %

0,080 0,010
09 | 0,52+0,050 0,73+0,070  1,1+0,10 1,5+0,10 1,8+ 0,20
1,44 | 0,74+0,070 1,1+0,10 1,6+0,20 2,3+0,20 2,8+0,30
1,92 | 0,94+0,090 1,4+0,20 2,0£0,20 3,0+£0,30 3,6+0,30
2,40 1,1+0,10  1,7+0,20 2,6+0,30 3,6+0,40 4,5+0,40
3,00 1,4+020  2,2+0,20 32+0,30 4,5+0,50 5,8+0,60
3,60 - - - 54+0,50 7,0+0,70

LIT=33°C, [Cr'"]=0,6 mM, I=1,0M.

] valores obtenidos de mdiltiples determinaciones. Las constantes de velocidad fueron
obtenidas usando la ec. 5.33, y el programa Sigma Plot 8.0.
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A partir de la Figura 5.20 se puede apreciar una relacién lineal de Aseyp con la
[Galur]. Al aumentar la [H*] se aprecia un aumento del valor de Asex, COMO
lo reflejan el aumento de las pendientes de las rectas de la Figura 5.20. Las
constantes de velocidad independizadas de la [Galur], sy se obtienen a

partir de las pendientes de la recta del /nserto de la Figura 5.20.

0,04
0,020 &
wvr
1= 0,02
0,016 4 =
K
0,00- : ‘ ‘ (a)
< 00124 000 03 06 09
—- [H+]2 (M)
50,008 (b)
¥4
0,004 -
0,000 - : —3— —_——
0,00 0,08 0,16 0,24 0,32 0,40
[Galur] (M)

Figura 5.20. Efecto de la [Galur] sobre Keex,- Condiciones: T = 33 °C, I = 1,0 My [H']: (a)
0,97, (b) 0,80, (c) 0,63, (d) 0,40 y (e) 0,20 M. Inserto: Dependencia cuadratica de key con
[H'].

En el rango de [H*] empleado en este trabajo, Asex», depende linealmente con

la [Galur] (Figura 5.20). A partir de las pendientes de las rectas se pudieron
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determinar las constantes de velocidad independizadas de la [Galur], key, de

esta manera Keexp queda expresada como la ec. 5.34.

Keew = Key [Galur] (5.34)

La constante bimolecular de velocidad, key, depende cuadraticamente de la
[H*], como se muestra en el inserto de la Figura 5.20, y queda expresada en

la ec. 5.35:

Key =Ko [H*] ’ (5.35)

La combinacién de las ec. 5.34 y 5.35 permiten la determinacion de Asexp @

través de la ec. 5.36:

2
Keexs =K H]" [Galur] (5.36)

El valor de ks fue determinado como la pendiente de la recta mostrada en el

inserto de la Figura 5.20.

ke = 0,0368 + 0,40 M3 s
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La Ley de velocidad experimental, queda expresada a través de la ec. 5.37:

_ d[g;‘”] =k, [H+]z [Galur] [Cr‘”] (5.37)

A [H"] constante, los graficos de ksey Vs [Galur] presenta una dependencia
lineal, Figura 5.21, de la cual puede derivarse la constante bimolecular de

velocidad, ks, ec 5.38:

Ksexo = Ksy [Galur] (5.38)
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Figura 5.21. Efecto de la [Galur] sobre ks ex,. Condiciones: T =33 °C, I = 1,0 My [H'] = (a)
0,97, (b) 0,80, (c) 0,63, (d) 0,40 y (e) 0,20 M. Inserto: Dependencia cuadratica de ksy con
[H'].

Una grafica de ksy vs [H] revela una dependencia cuadratica, inserto Figura

5.21 y ec. 5.39:
I i M
k5H — ks + k5 [H ]2 (5.39)

Combinando las ec. 5.38 y 5.39, se llega a la ec. 5.40:
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ks = (ks +ks" [H']?) [Galur]
(5.40)
ks = ks [Galur]+ k" [H']? [Galur]

donde
ks' = 0,0044 (£ 0,4) Ms?

ks" = 0,0165 (+ 0,17) M3 st

La /ey de velocidad experimental puede ser expresada por la ec. 5.41:

-0 (o [T Gater] Y

_d dCEV _ (ksl [Galur]+ k,"[H' ] [Galur])[CrV]

(5.41)

Las constantes de velocidad Agexp Y Ksexp pueden también ser obtenidas en
forma independiente, empleando espectroscopia RPE. Como se informd
previamente [55], los derivados oxo-Cr'-Galur exhiben una clara sefial de
RPE a temperatura ambiente, que consiste en una fuerte sefial central a giso
= 1,9785 flanqueada por cuatro sefales débiles. Mientras que la senal central
proviene de los complejos oxo-Cr'-Galur debido al isétopo de >°Cr" con spin
nuclear cero, el cuarteto se corresponde con las especies oxo->*Cr'-Galur (/

= 3/2). La sefnal central muestra una subestructura debida a las interacciones
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superhiperfinas de especies de complejos oxo-Cr'-Galur, como se detall en

el capitulo 4.

Estudios de caracterizacion de Complejos oxo-Cr’-sacaridos por RPE

La naturaleza de estos complejos individuales se traté en detalle en el
Capitulo 4, Estudios de caracterizacion de Complejos oxo-Cr’-sacaridos por
RPE. En esta seccién se determina la cinética de formacion y decaimiento del
conjunto de las especies oxo-Cr'-Galur, monitoreando la evolucién en el
tiempo del area de la senal de RPE. El area de la sefal de RPE de los
complejos oxo-Cr¥-Galur de una mezcla Cr//Galur mostrd, un decrecimiento
luego de un incremento inicial, Figura 5.22. La dependencia con el tiempo de

la senal de RPE, se ajusté empleando la ec 5.42, derivada del Esquema 5.2.

(e—kSexpt _ e—2k6expt)
6 exp 2 k k (542)

5exp

Area = Ak

6exp

El parametro A depende de la potencia, la ganancia y la modulacion de

amplitud del instrumental utilizado.



Capitulo 5: Estudios de la oxidacién de sacéridos por Cr/¥/% H 2013
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Figura 5.22. Area de la sefial de RPE vs tiempo para la oxidacion de Galur por Cr'.
Condiciones: [Cr''] = 0,047 M, I =1,0 M, T = 20 °C, [Galur] = 0,973 M, [H"] = 0,10 M. Los
espectros RPE fueron obtenidos con una modulaciéon de amplitud de 2,0 G.

Los valores de Asexp Y Ksexp Obtenidos por RPE estan de acuerdo con aquellos
valores obtenidos a partir de los datos cinéticos de absorcion UV-vis, teniendo
en cuenta el error experimental y la diferencia en la temperatura (valores de
las constantes: Asexp = 1,8 X 10 s, kseyp = 1,2 x 107 s). Estos resultados
apoyan el conjunto de reacciones consecutivas de primer orden propuesto en
el Esquema 5.2. El Cr*Y estd involucrado en un paso rapido y solo se acumula
CY en las mezclas C**/Galur.

En los estudios cinéticos basados en los cambios de la absorbancia a 570 nm

con el tiempo, hemos considerado que, ademas de los complejo oxo-Cr'-
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Galur, también absorben a esta longitud de onda, las especies de Cr'-

Galur. De acuerdo con los resultados mencionados en la seccién 5.2.2, el
crY' no se acumula, por lo que no puede contribuir a la absorcién a 570 nm.
En la Figura 5.23 se muestran los cambios de absorbancia calculados a 570

nm utilizando la ec. 5.44.

Abs,, ='[cr] +&™[cr] (5.43)

Combinando la ec. 5.43 con la expresion de velocidad derivada del Esquema
5.2 para las [Cr'™] y [Cr'] presentes en la mezcla, se llega a la siguiente

expresion de la Absszo, ec. 5.44 (deduccion ec. 5.44 Anexo 1):

(e—2k6expt _ e—kSexpt )

Abs,,, = £ [CrVI]O 1 _ @ 2Kksewt (Sv _ 8III) Keero > e

(5.44)

Sexp 6exp
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Absorbancia experimental a 570 nm
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Figura 5.23. Cambios (calculados y experimentales) de la absorbancia en el tiempo a 570 nm
de la reaccion Cr'"/Galur. Absorbancias experimentales: Linea negra sdlida (inserto) y linea
sélida naranja. Absorbancias calculadas: verde, Cr'-Galur; azul, Cr'™-Galur; violeta, Cr'-Galur
+ Cr'™-Galur. Condiciones: [H*] = 0,50 M, I = 1,0 M, T = 33 °C, [Galur] = 0,70 M, [Cr']] =
6,0 mM. Los perfiles cinéticos se calcularon usando la ec. 5.44, ks = 4,7 x 10> s,

ke =7,2x102%s3 € =89 M*emty e =175 M ecm™.

En la Figura 5.23, la absorbancia crece rapidamente a valores mas altos que

M en una primera etapa (~ durante los

los esperados para la especie Cr
primeros 150 segundos), lo que podria estar relacionado con la presencia de
complejos oxo-Cr'-Galur y/o Cr'-Galur. El decaimiento posterior de la
absorbancia, nos permite apreciar una fase rapida y una fase lenta (linea

continua de color negro, inserto de la Figura 5.23). En los primeros 400

segundos luego de alcanzar el maximo, el decaimiento rapido probablemente
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corresponde a la desaparicién de especies oxo-Cr'-Galur. La porcidén de
decaimiento lento (500 - 1500 s, inserto Figura 5.23), dominante a tiempos
mas largos, podria corresponder a la lenta hidrélisis de complejos de Cr'-
ligando.

En la Figura 5.23, las absorbancias a 570 nm para las especies Cr'-Galur y
Cr'™-Galur fueron calculadas utilizando la ec. 5.43 como se indica al pie de la
misma. Los valores de €= 89 M1 cm'y €™ = 17,5 M cm™ utilizados en

I con sacéridos

los célculos son razonables para complejos de Cr' y Cr
[66,91,111]. Los perfiles cinéticos calculados muestran que el tiempo de
maxima intensidad (£nax) de la Abss;o es muy cercano al tiempo calculado
(130 seg) para alcanzar la maxima [Cr'] en la mezcla de reaccién (mas de
34 % del Cr total en la solucién) (Figura 5.23).

Estos resultados nos permiten concluir, que las especies intermediarias de
oxo-Cr'-Galur deben ser responsables por el incremento y decaimiento de la
absorbancia a 570 nm en el rango de tiempo muy corto. Luego, las especies

de Cr'™-Galur resultantes se descomponen lentamente en la especie

[CF(H20)6]3+(aC).

5.3.3. Estudio de la reacciéon de oxidacion Cr'!/Glucar
Como se indicd en la seccidn 5.1.1, la reaccién del sustrato Glucar con Cr'!

en medio acido muestra, al comienzo de la reaccidon, una banda de
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absorbancia a 350 nm y un hombro a 420 - 500 nm, caracteristicos del Cr"!
en medio acido. Al transcurrir el tiempo se observé la disminucion de la
banda a 350 nm vy la aparicién de dos nuevas a 400 y 540 nm relacionadas
con especies Cr'-Glucar. La relacién Cr"Y/ Glucar utilizada para observar la
evolucion en el tiempo de esta mezcla de reaccidn fue de 1/20, maxima
relacién posible de ser utilizada en el presente estudio cinético debido a la
baja solubilidad de este sacarido.

Para determinar la influencia de la concentracion de Glucar sobre la
velocidad de oxidacion es necesario aumentar la concentracion de Glucar.
Las /imitaciones impuestas por la baja solubilidad del sustrato (seccion
2.3.4.3.2) hace que la cinética de oxidacién por Cr'! de este sustrato no
pueda ser estudiada utilizando la misma metodologia empleada en los
estudios cinéticos de Cr'//GHL y Cr}/Galur; por mas que se disminuya la
[Cr'1],. En la seccidn 2.3.4.3.2 se detallé el método utilizado para los estudios
cinéticos de la reaccién Cr'Y/Glucar.

La Figura 5.24 muestra el decaimiento de la concentracién de Cr' para
diferentes concentraciones de Glucar para una dada [H*]. Para todas las
concentraciones de protones utilizadas, los perfiles cinéticos se corresponden
con un decaimiento exponencial. Los datos experimentales podrian ser

ajustados, en principio, utilizando una ecuacion exponencial simple.
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Figura 5.24. Perfiles cinéticos de mezclas de reaccién Cr'/Glucar. Condiciones: [Cr'] = 0,05
mM,I1=1,0M,T=33°C, [H*] =0,30 M. o = original; d = duplicado.

La posible presencia y acumulacién de especies oxo-Cr'-Glucar, debe ser
evaluada en las mismas condiciones experimentales utilizadas en los estudios
cinéticos. Se debe determinar, ademas, si estas especies participan de una
etapa rapida o lenta. Los resultados de las mediciones de RPE de mezclas
Cr'/Glucar (seccién 4.2.3) indican la presencia de especies de oxo-Cr'-

Glucar en el rango de pH 1,0 — 6,0 y también a alta [H*] (0,2 M).
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Si las especies Cr'-Glucar se acumulan en cantidades significativas,
corresponde su inclusion en la ecuacion de ajuste de los datos cinéticos de la
reaccion C*/Glucar.

A fin de dilucidar este punto, se realizd un seguimiento cinético por RPE, de
mezclas de reaccién Cr''/Glucar preparadas en forma similar a las mezclas
utilizadas en los estudios cinéticos espectrofotométricos. Se usaron
concentraciones de sustrato y de protones dentro del rango empleado en los
estudios cinéticos.

La Figura 5.25 muestra evolucion en el tiempo de la altura pico a pico de las
sefiales de las especies oxo-Cr'-Glucar observadas, para una mezcla
Cr'Y/Glucar (el Cr"! es silente en RPE). Como se puede ver, a los 40 minutos
de reaccidn se llega a la maxima concentracién de especies Cr'-Glucar, Figura
5.25 (a). Si lo comparamos con el decaimiento de la [Cr'!], determinado por
espectrofotometria a 350 nm, para igual I, [H*] y [Glucar], Figura 5.25 (b),
podemos notar que a los 40 minutos se ha consumido el 34 % del Cr'! inicial.
Esto “sugiere’ que los primeros datos de absorbancia, adquiridos a 350 nm,

serian el resultado de la contribucion de Cr'! y especies oxo-Cr'-Glucar.
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Figura 5.25. (a) Evolucion en el tiempo de las especies Cr'-Glucar observadas por RPE para
una mezcla de reaccion Cr''/Glucar. Condiciones: [Glucar] = 20 mM, [H*] = 0,2 M, I = 1,0
M, T = 14 °C, [Cr'"] = 0,05 mM. Los espectros RPE fueron obtenidos con una modulacién de
amplitud 2,0 G. (b) Seguimiento espectrofotométrico de la disminucién de [Cr'"] en mezclas
de Cr/Glucar. Condiciones: [Glucar] = 20 mM, [H*] =0,2M,1=1,0 M, T = 33 °C, [Cr'] =
0,05 mM, A = 350 nm.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que los cambios en la concentracion
de las especies de Cr'' y Cr'-Glucar fueron evaluadas a diferentes
temperaturas. La variacidon de las especies oxo -Cr'- Glucar se estudiaron por
RPE a 14 ©°C, mientras que el consumo de Cr'' se evalud
espectrofotométricamente a 33 ©C. Si las cinéticas por RPE se hubieran
realizado a 33 ©°C, el tiempo al cual se observaria la maxima concentracion de

especies oxo- Cr'-Glucar seria sustancialmente menor. Es muy probable que

la maxima concentracién de especies oxo-Cr'-Glucar se corresponda con
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tiempos tan cortos que no contribuyan significativamente a la absorbancia a
350 nm.

Los resultados obtenidos demuestran que:

a) las especies Cr'-Glucar son intermediarios de la reaccién Cr'Y/Glucar

b) las especies Cr'-Glucar pueden ser caracterizadas por RPE a baja [H*]
debido a un aumento de su vida media

c) a bajas concentraciones de protones y de temperatura se puede observar
un aumento y una disminucién de las especies de Cr'-Glucar

d) el perfil cinético de las especies oxo-Cr'-Glucar obtenido por RPE a 14 °C,
Figura 5.26, puede ser ajustado adecuadamente con la ec. 5.34, derivada del

esquema del Esquema 5.2.

(e—kSexpt _ e—2k6expt )
2k k (5.45)

5exp

h=Ak,

6exp
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Figura 5.26. Ajuste del perfil cinético de las especies Cr'-Glucar observadas para una mezcla
de reaccion Cr'/Glucar por RPE. Condiciones: [Glucar] = 20 mM; [H*]=02M,I1=10M, T
= 14 oC, [Cr'"] = 0,05 mM. Los espectros RPE fueron obtenidos con una modulacién de
amplitud 2,0 G. Los datos experimentales fueron ajustados empleando la ec. 5.45, derivada
del Esquema 5.2.

Asi, utilizando dos técnicas espectroscopicas diferentes se refuerza la validez
del Esquema 5.2 propuesto anteriormente.

Para asegurar que los cambios de la absorbancia a 350 nm a 33 °C fuesen
solo el resultado de la desaparicién de Cr'' en el tiempo se realizaron
experimentos adicionales. Se sintetizaron en solucién acuosa, especies oxo-
Cr'-Glucar mediante reaccién de intercambio de ligando, entre el complejo
Cr-GHS (GHS= glutatidn) y el ligando Glucar. La sintesis del complejo Cr" -
GHS se obtuvo segun el método descripto en la literatura (seccion 2.3.12). La

reaccion de intercambio de ligandos entre el compuesto complejo
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Cr'-GHS vy el sustrato organico Glucar, se supone completa y rapida, ya que
la interaccidn dcido duro-base dura (Cr'-0), seqUn el Principio de Dureza y
Blandura de Pearson, es mas favorable que la interaccidon dcido duro- base
blanda (Cr'-S) [135].

La formacion de las especies oxo-Cr'-Glucar a partir de mezclas del
complejo donor de Cr', fue rapida y completa, como lo demuestran los

espectros de RPE que se muestran a continuacién, Figura 5.27.
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Figura 5.27. (a) Espectros secuenciales de RPE de las especies Cr'-GSH. (b) Espectro de RPE

de la especie final luego del intercambio de ligandos.

Cuando el compuestos complejo Cr'-GHS se disuelve a pH

3,0 en

presencia de buffer ehba, se observan 3 senales atribuidas a diferentes

especies Cr'-GHS, Figura 5.28.a. Todas estas especies (Cr-GHS) presentan

valores de gis, superiores a 1,9800 tipicas de este tipo de compuestos

complejos.
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Si se disuelve el complejo Cr'-GHS en agua destilada (pH=7,0) o en &cido
perclorico en el rango de valores de pH = 1,0 — 3,0 o [H] = 0,2 M no se
observa ninguna sefial de RPE, debido a la desproporcion del Cr'. Sin
embargo, si el complejo Cr'-GHS es disuelto en solucién de acido perclérico
en presencia de Glucar 20 mM se observa una sefal con un valor de gjso =
1,9783 cuyo decaimiento en el tiempo depende de la [H*], Figura 5.28.b. En
el tiempo que se tarda en disolver el complejo y adquirir los datos de RPE
(aproximadamente 2 - 3 minutos) las tres sefiales correspondientes al
compuesto complejo Cr'-GHS han sido reemplazadas por la sefial
correspondiente a especies oxo-Cr'-Glucar. Este resultado indica que el
complejo Cr'-GHS es un donor eficiente de Cr' para generar especies oxo-
Cr'-Glucar.

Teniendo en cuenta esto Ultimo, se realizd un estudio cinético de la
reactividad de las especies oxo-Cr'-Glucar por espectroscopia UV-vis a 350
nm y 33 °C. Las especies oxo-Cr'-Glucar fueron generadas como se
describid previamente utilizando el complejo K3[Cr'O(LH,),] (LH; = GHS) y
soluciones de Glucar 20 mM. La reaccién de intercambio se supone
completa, como lo evidencio el experimento de intercambio de ligandos por

RPE; Figura 5.27 (a) y (b).
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En la Figura 5.28 se pueden observar los cambios de la absorbancia a 350
nm obtenidos a 33 °C para una concentracion de Glucar de 20 mM. En 400

segundos (6,7 minutos) se consume el 96 % de las especies oxo-Cr'-Glucar.

0,6
0,5
0,4

0,3 .

0,2 6,7 minutos

Absorbancia a 350 nm

0,1

O,ﬂ . : i c T LNr, e
0 200 400 600 800 1000
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Figura 5.28. Perfil cinético mostrando la reactividad de las especies oxo-Glucar-Cr¥
Condiciones: [Glucar] 20 mM, [H*]=0,2M,1=1,0M, [Cr'] = 0,05 mM, T = 33 °C.

La Figura 5.28 nos permite apreciar, que mads del 95 % el de las especies
Cr'-Glucar, se consume antes de los primeros 10 minutos, lo cudl quiere decir
que, s/ bien se forman especies oxo-Cr'-Glucar como intermediarios de la
reaccion, el Cr¥, no se acumula en las mezclas de reaccion C*/Glucar. Esto
Ultimo significa que /as especies de Cr¥ no participan de etapas determinantes

de la velocidad de reaccion Cr*’/Glucar. Efectivamente, las especies oxo- Cr'-

Glucar se generan rapidamente durante la reaccion Cr'/Glucar. Sin
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embargo, solo se acumularian a temperaturas mas bajas que la utilizada en el
presente studio cinético Cr'"/Glucar.

Los datos del cambio de la absorbancia a 350 nm en funcién del tiempo para
la reaccién Cr'Y/Glucar pudieron ser ajustados adecuadamente con una

ecuacion exponencial simple, ec. 5.35:

[CrVI] _ [CrVI}) p-keont (5.46)

En la ec. 5.35, keexp €S la constante de velocidad de desaparicion de crt
[Cr'™]o es la concentracién inicial de Cr'!, [Cr''] es la concentracién de Cr'! a
un tiempo t. La Figura 5.29 muestra el efecto de la [Glucar] sobre Asex. La
grafica muestra un conjunto de rectas sin ordenada al origen y pendientes
que aumentan con la [H*]. El aumento de la velocidad de reaccion con la
[Glucar] y la de protones es evidente. Los valores de constante de velocidad

de reaccion para cada [H*] y [Glucar] se indican en la Tabla 5.6.
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Figura 5.29. Efecto de la [Glucar] sobre Keex,. Condiciones: T = 33 °C, [Cr''] = 0,05 mM, I =
1,0 My [H*]: (a) 0,50, (b) 0,40, (c) 0,30, (d) 0,20 y (e) 0,10 M.
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Tabla 5.6. Valores observados para las constantes de velocidad de pseudo

primer orden (ksexp) para diferentes [H*] y [Glucar] ]

[H*] 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50

(M)
[Glucar] 10 X Ksexp(s ™)™

(mM)
5 -- -- 0,50 £ 0,05 -- --
10 -- -- 1,00 £ 0,1 1,25+ 0,13 1,83+0,18
15 -- 1,25+0,13 1,42+0,15 1,83+0,17 2,83+0,33
20 0,05+0,01 1,67+0,17 2,00£0,20 0,17 +0,25 4,00+ 0,50
25 1,83+0,18 2,17+0,22 2,50+ 0,33 10 £ 0,33 5,00 = 0,50
30 2,17+0,22 2,50+0,25 0,17+0,33 3,33+0,40 6,00+ 0,06
35 2,50 £ 0,25 3,00 + 0,33 -- -- --
40 2,92 £ 0,33 -- -- -- --

a1 = 33 9¢, [Cc*] = 0,056 mM, I = 1,0 M.
] yalores obtenidos de mdiltiples determinaciones. Las constantes de velocidad fueron

obtenidas empleando la ec. 5.46 y el programa Sigma Plot 8.0.

En el rango de valores de [H'] empleado en este trabajo, keexp depende

linealmente de la [Glucar] (Figura 5.29). Las pendientes de las rectas

representan las constantes de velocidad independizadas de la [Glucar], As,

a cada [H"], de manera que sy, puede expresarse segln la ec. 5.47 como:

k

6exp

= K¢y [Glucar]

(5.47)



Capitulo 5: Estudios de la oxidacién de sacéridos por Cr/¥/" H 2013

La Figura 5.30 muestra la dependencia cuadratica de key con [H*].

0,00 | 0,04 ‘ 0,08 | o,'12 | o,'16 | 0,20 | 0,24
[H']* (M)

Figura 5.30. Dependencia cuadratica de ke con [H*].

Los valores de constante de velocidad, ken, para cada [H*] se indican en la

Tabla 5.7.
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Tabla 5.7. Valores determinados para las constantes de velocidad, ke,

para diferentes [H*] [?]

[H'] (M) ke x 10° (M's™)
0,10 7,17 £ 0,67
0,20 8,50 £ 0,83
0,30 10 + 1,00
0,40 13+ 1,33
0,50 17,17 + 1,67

RlT=33°C, [C']y=50x10°M,I=1,0M.

La constante de velocidad, ke, puede ser expresada, entonces, a través de la

ec. 5.37:

I Il 2
Kew =Kg +Kg [H+] (5.48)
Combinando las ec. 5.47 y 5.48 se obtiene la ec. 5.49:

I(6exp = (kGI + kGH [H+]2)[G|ucar}
k ke [Glucar ]+ k" H]? Glucar] (5.:49)

6 exp =
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Donde
ké' = 0,00650 (+ 0,17) M's?

ke = 0,04167 (x0,17) M3 s

La ley de velocidad experimental queda expresada mediante la ec. 5.50:

_ d[grt‘”] - (k6I + k" [H*]Z) [Glucar] [Cr‘”]
VI (5.50)
- d[gi ] (k6I [Glucar] + ke [H*]Z[Glucar]) ]
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6.1. Consideraciones generales
Se sabe que la oxidacion de alcoholes, acidos alddnicos y urdnicos por Cr es
precedida por la formacion de esteres de Cr'' [55,66,67101,136]. La
formacién de este tipo de compuestos constituye la primera etapa en el
mecanismo de oxidacién de sacaridos por Cr'. Para los tres sacaridos
estudiados, las mezclas Cr'/sacarido exhibieron una banda de absorcidén con
un valor de Amax €n el rango 340 - 390 nm, consistente con la presencia de
ésteres de Cr'! [101].
Por otra parte, la formacién de intermediarios de Cr' y/o Cr" durante la
reaccién redox con Cr!, ha sido previamente observada para numerosos
sustratos [12,55,61,137]. Las etapas de reduccién para la reaccién de Cr!
con aldosas [109], alditoles [138], acidos aldonicos [139] y metilglicdsidos
[54], ha sido postulada como un conjunto de reacciones en serie de dos
etapas de pseudo primer orden, como ocurre en el caso de las reacciones
Cr"Y/ sacarido aqui estudiadas.
La reactividad de las diferentes especies intermediarias de cromo debe ser
cuidadosamente analizada para determinar si se encuentran involucradas en
etapas determinantes de la velocidad de la reaccién redox Cr'Y/sacarido.
En particular, para las reacciones de oxidacién de los sustratos Galur, GHL y
Glucar con Cr", la presencia de la especie intermediaria Cr'Y en las mezclas

de reaccion ha sido verificada y su reactividad medida experimentalmente.
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Como se indico previamente (seccidn 5.1.1), los espectros de las mezclas de
reaccidon Cr//sacarido en medio HCIO4xc), presentaron bandas de absorcion,
con maximos a 350 nm, y hombros a 420 - 500 nm, tipicamente
caracteristicas de la especie Cr'! en medio acido. Estudios espectroscdpicos
previos (UV-vis, RMN y Raman) han demostrado que el HCrOs ) es la
especie mayoritaria en soluciones diluidas de K;Cr,O;,c) en medio acido
[140,141,142], por lo cual, hemos considerado que ésta es /a especie
mayoritaria de Cr'' presente en las mezclas de reaccion. Los valores de
absorbancia de estas bandas decayeron en el tiempo, paralelamente con la
aparicién de nuevas bandas a 540 - 570 nm y 410 - 430 nm, cuya intensidad
también varid en el tiempo. Finalmente, en el espectro de absorcion
electronica de todas las mezclas Cr'Y/sacarido se pudieron observar dos
bandas de transicion electrénica d—d a 400 - 430 nm y 540 — 570 nm
atribuibles a las transiciones *Ay, — “Tig y *Ayg — *T2g de especies de Cr™
coordinadas con ligandos oxigenados con simetria octahédrica [89]. Las
bandas disminuyeron lentamente su intensidad, con desplazamientos de sus
maximos de absorcién, hasta alcanzar los valores tipicos de las transiciones
electrénicas d-d de la especie [Cr(H20)6]3+(ac). Esto indica la formacion de

complejos C*-sacdrido, que se hidrolizan posteriormente, a la especie de

[Cr(H20)6]** ac)-
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La falta de punto isosbéstico en todas las mezclas de reaccién Cr''/sacérido
estudiadas, fue indicativo de la existencia de especies intermediarias de
cromo hipervalente, que deben estar presentes en concentraciones

M Esto indicd que /a reduccion

apreciables durante la reduccién de Cr'* a Cr
del " a ™ no ocurre en una sola etapa.

Para explicar estos resultados deben, necesariamente, existir varias etapas de
reduccidn en las cuales se generen especies intermediarias, como complejos

U.sacérido. La alta reactividad del GV frente a los

Cr¥-sacarido y/o Cr
sacaridos estudiados impide que esta especie; se acumule en las mezclas de
reaccion Cr**/sacérido.

De esta forma, los perfiles cinéticos obtenidos, para los tres sacaridos en
estudio, pueden ser descriptos apropiadamente por las reacciones
consecutivas de primer orden, senaladas en el Esquema 6.1, que propone la
formacidn de especies de Cr’ como intermediarias del proceso de reduccion
cr'a crt,

Existen numerosos precedentes sobre reacciones de Cr*! con aldosas [138] y
acido alddnicos [44,139,143] en los que los datos cinéticos pudieron
ajustarse considerando la contribucién de intermediarios de Cr' a la
absorbancia a 350 nm. En el caso de los estudios cinéticos de las reacciones

Cr'/ GHL, Cr'/ Galur y Cr''/Glucar, se detectaron especies de oxo-Cr'-

sacarido como intermediarios de reaccion.
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Esquema 6.1. Etapas propuestas para la reduccién de Cr'! a Cr' en presencia de sacaridos.

En el capitulo 4 se describié la deteccidn y caracterizacién de especies de
oxo-Cr'-L en las mezclas de reaccidn Cr'Y/sustrato orgénico, por
espectroscopia de RPE. Estas especies de Cr’ absorben en el espectro UV-vis
a 350 nm contribuyendo a la absorbancia total de la mezcla a esa longitud de
onda, en mayor o menor grado segin sea la magnitud del coeficiente de
absortividad molar (¢) y, particularmente, las velocidades relativas de
formacién y de descomposicién de las especies Cr'-sacaridos. Es asi que
conocer el ¢ de las especies de Cr' resulta indispensable para el andlisis de
los datos cinéticos. Ante la imposibilidad de aislar las especies de Cr¥, algunos
autores utilizan el coeficiente de absortividad molar del bisquelato estable
[Cr'O(ehba),]”, aislado y caracterizado por Rocek et al [144]. En nuestro
caso, decidimos estimar el ¢ de las especies oxo-Cr'-S, —donde S: GHL o
Galur- realizando experimentos de intercambio de ligando a partir de
soluciones de [Cr'O(ehba),]” en presencia de una alta concentracién del

ligando organico, como se describi6 en la seccion 2.3.10.
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La presencia de radicales libres organicos en mezclas de reaccién
Cr'Ysacarido, fue estudiada mediante el test de polimerizacion con
acrilonitrilo o acrilamida, obteniéndose para los tres sacaridos, resultados
positivos. La deteccidon de radicales libres organicos indica que, para que se
formen los mismos, se debe presentar una etapa redox mono €electronica,
durante la reaccion redox Cr'Y/sacérido.

Los barridos periddicos de soluciones saturadas con O, de las mezclas de
reaccién Cr''/GHL y Cr'/Galur en medio &cido, permitieron observar la
aparicion de dos bandas de absorcién definidas a 290 y 245 nm, con una
relacion de intensidades Abs,ss/Absyo = 2,2. La mezcla de reaccidn
Cr''/Glucar presentd una banda a 245 nm y un hombro poco definido a
290 nm, ambas enmascaradas por la presencia de otra especie que absorbe
a longitudes de onda similares.

Las dos bandas a 245 y 290 nm, asi como la relacién de intensidad entre
ambas, son caracteristicas del compuesto Cr022+(ac) [39,90,91]. Estos
resultados espectroscopicos demuestran que la especie C'Y/C* son
intermediarios redox en las reacciones Cr'Y/sacarido, hecho que puede
considerarse como evidencia de la presencia de la especie Cr"’ en el
mecanismo de reduccidon del cromo hipervalente, como ha sido observado en

la oxidacion crémica de alcoholes [90].
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La presencia de complejos oxo-Cr'-sacdrido pudo ser confirmada con gran
sensibilidad, por espectroscopia de RPE, pudiendo caracterizarse los
diferentes complejos oxo-Cr" formados con cada sacérido.

La presencia de los intermediarios C* y G, y la deteccion de radicales libres
orgénicos, sugieren que la reaccion redox Cr/sacarido ocurre a través de
rutas mono y bielectronicas.

La velocidad con que las diferentes especies de cromo hipervalente, oxidan a
los sacaridos GHL y Galur, v, (n = 4, 5, 6 para CV, Cr¥ y Cr',
respectivamente - ec. 6.1, 6.2 y 6.3), pueden ser comparadas empleando los
valores de &, obtenidos experimentalmente, a partir, de las ec. 5.6, 5.22 y
5.18, para GHL; y 5.11, 533 y 5.29, para Galur. Las condiciones
experimentales elegidas fueron: [sacarido] = 0,3 M, [H']=0,3My 0,6 M,

[CrY] = 0,07 mM, [Cr']r = [Cr¥]r = 0,6 mM.

v, =k, [CrIV] (6.1)
vs =K;s [Crv] (6.2)
ve =k [CrV] (6.3)
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Debe recordarse que, para las dos reacciones estudiadas (Cr'/ GHL y Cr'/
Galur), ks fue determinada experimentalmente a 14 °C, mientras que las
otras constantes de velocidad (ks 4s) fueron determinadas a 33 °C.

En la Tabla 6.1 se pueden apreciar los valores de las velocidades de oxidacién
de cada sustrato por las diferentes especies de cromo hipervalente, asi como

sus respectivas relaciones.
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Tabla 6.1. Valores de velocidad de oxidacion para las reacciones Cr/ GHL
y Cr/Galur. ?

Sacarido

GHL Galur

Velocidad, v, (M s™)

[H*] (M) 0,3 0,6 0,3 0,6
V4 6,5x 10™ 6,5x 10 4,2 x10* 3,2x 10"
vs 7,5 x 107 1,6 x 10 1,1 x 10 1,9x 10
Ve 6,5x 107 2,6 x10°® 6 x 107 2,4x10°
Relacion
[H*] (M) 0,3 0,6 0,3 0,6
va/vs 900/1 406/1 400/1 168/1
va/ V6 10%/1 250/1 700/1 133/1
vs/ve 12/1 0,6/1 2/1 0,8/1

31 Condiciones: [sacarido] = 0,3 M; [H'] = 0,3y 0,6 M, [CrV] = 0,07 mM, [Cr']; = [Cr']r

= 0,6 mM.

Para ambos sacaridos, GHL y Galur se llegd a la conclusién de que las

velocidades de reaccidon responden al siguiente orden: vq4 >> vs 2 ve. Esto

indica claramente que, incluso a baja temperatura, el Cr"V reacciona mas
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rapido que las especies Cr’ y Cr'. Esto Ultimo demuestra que, aunqgue /a
especie Cr" se forme como intermediario durante la reaccion de oxidacion del
sacarido por Cr"’, este intermediario se encuentra involucrado en etapas
rapidas y no se acumula en las mezclas de reaccion;, por éello no fue
considerado en el ajuste de los datos cinéticos experimentales.

Teniendo en cuenta:

a) la ausencia de punto isosbéstico en mezclas Cr/sacérido,

b) la deteccién y el rendimiento de la especie CrO,*>* en mezclas Cr''/GHL y
crlV/Galur,

c) la deteccién CrO,** en mezclas Cr'Y/Glucar,

d) la deteccidon, caracterizacion y determinacién de la velocidad de
desaparicion de las especies oxo-Cr'-sacarido por RPE en las mezclas de
reaccién Cr'/sacarido,

e) el resultado positivo del test de deteccion de radicales libres organicos por
polimerizacién de acrilonitrilo o acrilamida,

f) la reactividad del intermediario Cr¥ en las mezclas de reaccién
Cr'V/sacarido, determinada a partir de los estudios cinéticos, para GHL y
Galur,

g) la determinacién de los valores de las constantes de velocidad de
oxidacion de Cr', Ccr¥ y CrY y sus dependencias con la acidez y la

concentracion de sacarido,
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h) la deteccion de ésteres de Cr'! como intermediarios en un rango de
valoresde pH6,5-7,1,y

i) la identificacidon de los productos de oxidacion organicos.

se procede a proponer, los mecanismos de reaccidon mas probables para la
oxidacién de los sacaridos estudiados en el presente trabajo de Tesis, por

cromo hipervalente.

6.2. Mecanismo de reaccidn para la oxidacion de GHL por

cromo hipervalente

La reduccién de GHL por Cr'' es fuertemente dependiente de la acidez del
medio de reaccion. La reaccion redox es rapida a [H] > 0,1 M, lentificandose
a medida que disminuye la acidez del medio de reaccién. Por lo tanto, los
estudios cinéticos de la reaccién redox Cr'"/GHL se realizaron en el rango de
[H™] (0,2 — 1,09 M), donde la especie de cromo predominante es el ion
HCrO4 [103]. Esta especie se propone entonces, como la forma reactiva del
Cr', lo cudl estd de acuerdo con la dependencia de primer orden de la
velocidad de reaccion con la [Cr'!], para los tres sistemas estudiados,
Cr'/GHL, Cr'Y/Galur y Cr'Y/Glucar.

La oxidacion de alcoholes, &cidos alddnicos y urdnicos por Cr'! es precedida
por la formacién de esteres cromato [55,66101,136]. La observacion de las

bandas de absorbancia caracteristicas de los oxo-esteres de Cr! alrededor de



Capitulo 6: Mecanismos de oxidacion de sacaridos por Cr hipervalente H 2013

372 nm luego de mezclar GHL con Cr! bajo condiciones experimentales
prefijadas, en las cuales la reaccion redox es lenta, indica la formacion rapida
de intermediarios esteres de Cr'’-sacéridos previo al proceso redox.

El primer paso del mecanismo propuesto en el Esquema 6.2 involucra la
formacién de monoquelatos Cr**-GHL con el ligando organico GHL actuando
como ligando bidentado, ec. 6.4. Son posibles numerosos modos de
coordinacién para las especies Cr''-GHL. Dado que la oxidacién de la GHL da
lugar a la formacién de dcido D-gluconicoy acido formico (seccién 2.3.6), se
propone que la especie B indicada en el Esquema 6.2 seria la especie
reactiva, considerando que el complejo B se encontraria en equilibrio con
otros isémeros Cr'-GHL (A, C o cualquier otro complejo posible).

El paso lento propuesto en el Esquema 6.2 para el consumo de Cr'! involucra
la transferencia intramolecular de dos electrones hacia el intermediario Cr**-
GHL (B) activo para dar Cr" y los productos de oxidacién organicos
simbolizados como S, dcido D-gluconicoy dcido formico, ec. 6.5. Este paso
requiere la adicion de dos protones, lo que significa que la reacciéon redox
Cr''/GHL se vé favorecida en medio &cido, como ha sido observado

experimentalmente.
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s, KV s, K2

I
cV(ac) ——= S, kv 111

Vs —= caVesy =Y » Cr(ac) *+ Sox

!

S, 2 H+, kVII

S, kv (6.11)

Las especies propuestas son las siguientes: Cr'-S; = I 0 IL'y Cr'-S = III o

IV
T _ OH T -
OH OH OH
OH H HO o) \(l)
HO HO —0 ot
o .
= Il N
O ci : o OH
H N OH
H
I I HO
+
OH
OH
HO O ,(’) “““ W
H w
I
Esquema 6.2. Mecanismo propuesto para la oxidacion de GHL por Cr hipervalente en medio

acido.
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La ley de velocidad para el consumo de Cr! derivada de las ec. 6.4 y 6.5 esta
dada por la ec. 6.12, en la que [Cr'']; se refiere a la [Cr'"] total en la mezcla

de reaccién y [S] es la concentracion de GHL.

_d[crf] Zkv1 K" [H+]2[S] [CrVI]T

dt 1+K"[S] (6-12)

Si (K™ [S]) << 1, la ec. 6.12 se transforma en la ec. 6.13, en la que (kv X

KYD) = ke.

_d[Cr']
dt

iy K9] [aHL [ ], (6.13)
Esta ecuacidén concuerda con la /ey de velocidad experimental, ec. 5.24. La
formacién de Cr'Y (ec, 6.5) resulta consistente con la observacién de la
especie Cr022+(ac) (seccidn 5.4.1.), producto de la reaccion del Cr'! con O,, ec.
6.10), el cudl es considerado evidencia de la formacién de Cr'V [66,117]. Se
propone que el Cr" reacciona con un exceso de sustrato por dos rutas

'y radical organico, ec. 6.6; o Cr" y sustrato

alternativas rapidas, para dar Cr
oxidado, ec. 6.7.
La ec. 6.6 es sustentada experimentalmente, por la observacion de la

polimerizacién del acrilonitrilo cuando se lo adiciond a la mezcla de reaccién
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(seccion 5.1.3).La formacién de la especie Cr022+(ac), representada por la ec.
6.10, permite postular un segundo camino paralelo. El Cr'Y es una especie
muy reactiva que no se acumula en la mezcla de reaccidon. Como se demostrd
en la seccién 5.1.4, durante la reaccién Cr'/GHL se produce un aumento en
el porcentaje de la especie en el CrO,**(ac) al disminuir la [Cr']o, llegando a
un valor limite del 46 %.

Este resultado sugiere que parte del Cr'! esta reaccionando por una via que
no involucran Cr", ya que el rendimiento esperado de la especie CrO,**(ac)
deberia aproximarse a 100 % si la reaccion tuviera lugar exclusivamente a
través de las siguientes etapas: Cr'* - Cr'v — Cr'! [38].

Considerando que las constantes de velocidad de la reaccién Cr'Y/GHL son
independientes de la [H'] en el rango: (0,2 — 0,6) M de HClO4qc). En el
Esquema 6.2 se propone que el Cr'V reacciona con la GHL para formar Crl y
Sox, €C.6.7, y la ley de velocidad para la desaparicién de Cr" adquiere la
forma matematica expresada en la ec. 6.14, la cual esta en concordancia con

la /ey de velocidad experimental, ec. 5.7.

_d[Cr] _ d[CrO%]

_ W,
—— =S =k sl (6.14)

La especie Cr¥ se produce por reaccion rapida del Cr! con Cr'%, ec. 6.8, (k =

2,0 x 10° M? s [38]). Dado que la [Cr''] empleada en los experimentos
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cinéticos es mayor que la utilizada para la deteccién de la especie Cr022+(ac),
permite que la especie Cr'! pueda reacionar con el Cr", minimizando la
reaccion indicada en la ec 6.10.

La especie oxidante Cr¥ también se formaria en la mezcla de reaccién por de
oxidacion del radical organico (R*) con Cr'! (k = 7,4 10° M s [90]) ec. 6.9.
Posiblemente esta sea una de las causas de la falla en la deteccién de
radicales libres organicos por RPE.

Los datos cinéticos indicaron que la especie Cr' formada en las etapas
rapidas, ec. 6.8 y 6.9, puede oxidar al ligando organico GHL, a través de tres
pasos competitivos lentos para dar los productos redox, ec 6.11.

En base en los resultados cinéticos (seccidon 5.3.1) y de RPE (seccion 4.2.1),
se propone que el Cr' reacciona con GHL para formar un monoquelato oxo-
Cr'-GHL (K")), en rapido equilibrio con el bisquelato oxo-Cr'-GHLy (KY>).
Estos intermediarios de Cr¥ originan los productos redox en presencia de otra
molécula de GHL (k/y &%) o via un paso de catalisis acida (k7).

Los complejos Cr'-S y Cr'-S,, ec. 6.11, representan numerosos isomeros de
union, la estructura de los complejos predominantes (I/II) se discutid
previamente (seccién 4.2.1).

Se propone que el complejo Cr'O-GHL formado por la unién del grupo
hidroxilo en C1 y 0" unido al grupo oxo-Cr¥ se lo considere la especie oxo-

Cr¥ redox reactiva.
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Si se considera al bisquelatos oxo-Cr'-GHL2 como la especie mayoritaria de
Cr’ presentes en la mezcla de reaccidn, la ley de velocidad para la
desaparicion del Cr¥ adquiera la forma matematica expresada en la ec. 6.15,

en total acuerdo con la /ey de velocidad experimental, ec. 5.28.

drerV | 1L 1 ,
- [SE 1_ [vaz +(|<V H T +k, )[S]][Cr ] (6.15)

El primer término en la ec. 6.15 representa la relacidon velocidad redox vs
velocidad de sustitucion del monoquelato (Cr'-GHL). A partir de la ec. 5.28,
el valor obtenido para la relacion (k/*/k";) = 2,0 x 10* s}, indicando que la
reaccidn redox del monoquelato Cr'-GHL para dar productos de reaccién, es
mas lenta que su reaccién con GHL para formar el bisquelato Cr'-GHL..

Dado que todos los experimentos cinéticos se llevaron a cabo empleando un
exceso de GHL respecto a la especie Cr', favoreceria la formacién de
bisquelatos oxo-Cr". La reaccion redox puede aun ocurrir a bajas [H*], via las
rutas independientes de &cido (k/y &%), como se observé en las mediciones
de RPE.

Las leyes de velocidad experimental pueden ser utilizadas para calcular la
evolucion en el tiempo de la concentracion de todas las especies de cromo

involucradas en el proceso redox. Empleando las ec. 5.28 y 5.24, se obtiene

la grafica de la Figura 6.1. En esta figura 6.1 se puede apreciar que la
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méxima concentracién de Cr' alcanza un 33 % respecto del cromo total
justificando su inclusion en las ecuaciones de ajuste de los datos

experimentales de la variacion de la absorbancia a 350 nm.
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0.0002 +
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Figura 6.1. Perfiles cinéticos calculados para las diferentes especies de cromo. Las [Cr]
fueron calculadas usando los siguientes valores de constantes: k¢ = 0,00590, ks = 0,0031, T
=330°C I =10, [GHL] = 0,15 M, [H'] = 1,0 M. [Cr]r = 6,0 x 10 * M. ky y ky fueron
calculados usando las ec. 5.23 y 5.27, respectivamente.

6.2. Mecanismo de reaccidn para la oxidacion de Galur por

cromo hipervalente

En un trabajo previo de la reaccion de Cr hipervalente con Galur [55], la

deteccidn de bandas de absorbancia caracteristicas de oxo-esteres de Cr",
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alrededor de 360 y 387 nm, 2 min después de mezclar Galur y Cr", bajo
condiciones en las que la reaccion redox es muy lenta, indicaron que, al
menos tres esteres de Cr'! (D, E y F) se formarian rapidamente, previo a los
pasos de reaccion redox. El primer paso del mecanismo consiste en la
formacion de monoquelatos Cr'-Galur (ec. 6.16, Esquema 6.3). Aunque son
posibles diferentes modos de coordinacién para los monoquelatos Cr'-Galur,
el complejo con Cr! unido al grupo hidroxilo anomérico (F) es el Unico
intermediario redox activo, ya que la oxidacion de Galur ocurre solo en esta
posicion. Este complejo debe estar, a su vez, en rapido equilibrio con los
otros isomeros de union (D y E), ya que las bandas de absorbancia alrededor

de 360 y 387 nm de los esteres, decaen con la misma velocidad [55].
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OH OH K"
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rapido 2+ 3+
CrH(ac) +Oyg) ——— > CrO2™" (aq) > > Cr (ac) (6.23)

v v
HS, K HS, K I
oV ! : S kv g 4 s
r(ac) arV-Hs —=cV-Hs) ——— O *
+ I
HS, 2H ’ kV (624)
Siendo CrY-HS, = V o VI
OH e} T B
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Esquema 6.3. Mecanismo propuesto para la oxidacion de Galur por Cr hipervalente en medio
acido. K", K'; y K", son las constantes de formacién de las especies oxo-Cr'!, oxo-Cr'-
monoquelato y oxo-Cr'-bisquelato, respectivamente. HS = Galur, S = galacturonato, Sex =
Galar, R = radical organico

El segundo paso propuesto en la secuencia de reacciones del Esquema 6.3,

es el consumo de Cr'! en un paso lento que involucra la transferencia
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intramolecular de dos electrones en el complejo activo Cr'*-Galur (F) para
dar CrV y S ec. 6.17. De acuerdo a los datos cinéticos, la conversién del
intermediario activo (F) en Cr' y S requiere dos protones. Entonces, la
reaccion redox deberia estar favorecida en medio acido, como fue observado,
ec. 6.17. A partir de las ecs. 6.16 y 6.17 del Esquema 6.3 llegamos a la ec.

6.25.

_diert ke KU [Hs]ler

dt 1+KT  [HS] (6:25)
Sien la ec. 6.25 (K" [HS]) << 1, entonces se obtiene la ec. 6.26:
d[CrV
— [d; ] :kVI KVI [H+]2 [HS] [CrVI]T (626)

donde [Cr']r representa la [Cr''] total en la mezcla de reaccién y [HS] la
concentracion de Galur. Esta ecuacidon coincide con la ley de velocidad
experimental, ec. 5.37, en la cudl ks = (ks K*). Como se menciond
previamente, el Cr"¥ oxida a Galur mucho mas rapido que el Cr' y el CrV (al
menos en dos drdenes de magnitud) por lo que el Cr' participa solo de
etapas redox rapidas. Esta especie no contribuye a la absorbancia a 350 nm,

y no fue considerada en la ecuacién de ajuste de los datos experimentales.

—

| [
| 304

—
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El valor de k; y la ley de velocidad para el paso redox involucrando a la
especie Cr'Y se determind experimentalmente. Los datos cinéticos indican que
la especie Cr"Y formada en la ec. 6.17 podria ser reducido mediante pasos
competitivos, para dar diferentes productos redox, como se muestra en el

My radical organico (ec. 6.18) y la

Esquema 6.3. La primera ruta produce Cr
otra ruta genera Cr'' y S (ec. 6.19 y 6.20). Siendo la primera respaldada por
la observacion de la polimerizacion del acrilonitrilo [55]; y la segunda por la
formacion de la especie CrO,** 2o (producto de la reaccion del Cr' con O, (ec.
6.23), la cudl se toma como evidencia de la formacién de Cr'V [38]). La
constante bimolecular de velocidad de reaccion redox es inversamente
proporcional a [H*] en el rango (0,1 - 0,3) M.

La /ey de velocidad tedrica puede ser deducida empleando conceptos de

acido base, el equilibrio acido — base entre el acido (HS) y su base conjugada

(S), ec. 6.27 — 6.31:

Ka

HS S+ |'|+(ac)

(6.27)

k
CrIV(ac) + HS—) CrII(ac) + SOX+H+(ac) (6_28)
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’

_k
CrIV(ac) +S CrH(ac) + Sox (6.29)

_d[CfNL(k[S'][Wh[s]k'j[cm (kK JHSIIH'T kK[HSJT][CrN]

dt K K, +HIK, [H]
(6.30)
si [H] >> K, [119]
dc] (KK e
G _(k m][a [HS], (6.31)

La /ey de velocidad tedrica obtenida en relacién a la desaparicion de Cr'V (ec.
6.31), coincide con la /ey de velocidad experimentalmente (ec. 5.12), en la
que k = k/, (kK K5) = ki y [SH]r es la [Galur]r.

La ec. 6.31 representa un paso rapido para el intermediario Cr'V durante la
oxidacion cromica de Galur.

En el Esquema 6.3 se postula que el Cr¥ es producido a través de dos vias:
(1) por reaccién rapida entre Cr' y Cr'! (ec. 6.21) [133,144], y (2) por
reaccidn rapida del radical organico, con Cr'! (ec. 6.22). La concentracion de

Cr' empleada en los estudios cinéticos fue 25 veces mayor a la empleada en
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la deteccién de la especie CrO** (¢ por lo tanto la reaccién 6.21 compite
exitosamente con la reaccién representada por la ec. 6.23.

La reaccion 6.22 (Radical/Cr'") es tan rapida, que los radicales libres
organicos no pudieron ser detectados por RPE. El mecanismo de reaccion
planteado en el Esquema 6.3 indica que el Cr¥ formado en el paso rapido,

puede oxidar a Galur en dos pasos competitivos lentos, para dar Cr'™

y SOX
como producto final redox en ambos casos (ec. 6.24). De esta forma, sobre
la base de los estudios cinéticos empleando espectroscopia RPE y de
absorcion dptica, se propone que el Cr' reacciona con Galur para formar
monoquelatos oxo-Cr'-(Galur) (K;”) en una reaccién rapida para luego
formar bisquelatos oxo-Cr'-(Galur), (K?).

Los bisquelatos oxo-Cr'-(Galur), dan lugar a los productos de reaccién redox
en presencia de otra molécula de Galur, directamente (k) o via un paso
catalizado por acido (k). Los complejos oxo-Cr'-HS y oxo-Cr'-HS; en la ec.
6.24 representan varios isomeros de unidn, descriptos en la seccidon 4.2.2,
pero la selectividad para la oxidacion de Galur requiere que solo el complejo
con el grupo hidroxilo del carbono anomérico unido al Cr' sea la especie
redox reactiva.

El hecho de que Galur sea oxidado a mayor velocidad que el resto de las

aldosas (sean piranosas o furanosas), las cuales también fueron oxidadas en

la posicién hemiacetélica formando especies oxo-Cr'-(diolato), estables a pH
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> 1, sugiere que la especie redox reactiva oxo-Cr’' podria ser del tipo
[Cr'O(0},05-Galur)(0°,0°>-Galur)]™, con el C1-O y el carboxilato unidos al Cr.
Los cdlculos de DFT realizados permitieron llegar a la conclusién que los
complejos de este tipo son menos estables que los complejos del tipo
[Cr'O(0°,0°-galactofuranuronato),]. Los datos obtenidos por estudios
espectroscopico RPE y calculos tedrico, DFT, permitieron llegar a la
conclusién, que los bisquelatos oxo—Cr¥ son las especies de Cr' mayoritarias,
observadas a pH < 5y relacién Galur:Cr"! > 30:1. Los monoquelatos oxo—-
Cr'-(Galur) solo son observados como especies minoritarias cuando la
relacion Galur:Cr! < 10 y la [H*] > 0,25 M [55]. Por lo tanto, la /ey de

velocidad para la desaparicion de Cr’ puede ser descripta por la ec. 6.32:

Cdlerv]  KYKY[HSP (k{} H T -+ k{,)[CrV]T
dt KY [HS] + K} KY [HST

(6.32)

si (K" Kz [HS]?) >> (K7 [HS]), entonces se llega a la ec. 6.33 que coincide

con la ley de velocidad determinada experimentalmente, ec. 5.41:

] (e )] e 63
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La reaccion redox puede ocurrir aun a baja [H*], por la via independiente de
protones (k,/), como se comprobd en los experimentos de RPE (seccidn

4.2.2).

6.4. Mecanismo de reaccion para la oxidacion de Glucar por Cr

hipervalente

Como ocurre con otros sustratos (alcoholes, acidos aldonicos y urdnicos
[55,66,101,136]), la oxidacién de Glucar por Cr"' es precedida por la
formacion de esteres de cromato (seccion 5.1.2). La observacion, pocos
minutos después de mezclar el sacarido con el Cr'!, de una banda de
absorbancia a 380 nm, consistente con las atribuida a ésteres de Cr'! [101],
indica que varios complejos intermediarios de Cr! se forman rapidamente
previo a los pasos redox. Es por esto que el primer paso del mecanismo
propuesto en el Esquema 6.4 involucra la formaciéon de monoquelatos Cr'-
Glucar, especies G y H, Esquema 6.4, en estos complejos Glucar actla
como ligando bidentado, ec. 6.34. Si bien varias formas de coordinacién son
posibles para las especies Cr'-Glucar, se propone que las especies G y H
serian las mas factibles de se consideradas especies reactivas en el Esquema

6.4.
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o) OH OH
OH VI
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Org) # R —1PHO__ €Oy + S

(6.42)

I‘épidO 111
—_—

s s
ag+s —= c'-s — a5, Criiac) + CO2 + Sox (p.43)

Siendo Cr'-S, = VI a X

0
OH
0
! _ OH
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Esquema 6.4. Mecanismo propuesto para la oxidacion de Glucar por Cr hipervalente en
medio &cido. K", K'; y KY, es la constante de formacién de las especies oxo-Cr'’. S = Glucar,
Sox = acido arabinarico, R = radical libre organico.
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En el Esquema 6.4 se proponen dos pasos lentos paralelos, para la reduccion
de Cr'!, ambos implican la transferencia intramolecular de dos electrones
hacia el intermediario Cr'’-Glucar activo para dar Cr", Sex y diéxido de
carbono, ec. 6.35 y 6.36. Ambas rutas son sustentadas por la observacion de
intermediarios Cr'/Cr"V (seccién 5.1.4). Una de estas vias (ec. 6.35), es
independiente y la otra dependiente de protones (ec. 6.36). La reaccién
redox se encuentra favorecida en medio acido, como fue observado
experimentalmente, seccion 5.3.3.

La /ey de velocidad tedrica para el consumo de Cr'!, ec. 6.44, derivada de las

ec. 6.35 y 6.36, del Esquema 6.4 puede expresarse de la siguiente forma:

. d[Cr] ) (kVII N kVIH [H+]2)KVI[S] [CrVI]

- 6.44
dt 1+K"[S] (644
Sien la ec. 6.44 (K [S]) << 1, entonces se obtiene la ec. 6.45:
VI
_ d[grt L k' K+ k™ K9 ]2) ] [er]s (6.45)

donde [Cr'"]; representa la [Cr'] total en la mezcla de reaccidn, (kvi' K) =
ke' v (kvim K" = ke'. Esta ecuacién concuerda con la /ey de velocidad

experimental, ec. 5.50.
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Si bien debido a la presencia de una interferencia, producida por una especie
no identificada, seccién 5.1.4, el estudio cinético de la reaccion Cr'/Glucar
no pudo realizarse, por analogia con los otros sacaridos estudiados en la
presente tesis; de cualquier modo se propone que la especie Cr' formado en
las ec. 6.35 y 6.36 podria ser oxidado por diferentes pasos competitivos
rapidos, originando distintos productos redox, como muestra el Esquema 6.4.

M "diéxido de carbono y radical libre orgénico (ec.

La primera ruta produce Cr
6.37), mientras que la segunda ruta genera Cr", Sy y diéxido de carbono (ec.
6.38). La primera reaccion se evidencid6 por la observacion de la
polimerizacién de acrilamida, cuando se adiciond a la mezcla de reaccidn
[56], seccion 5.1.3.

La segunda ruta esta sustentada en la observacion de la especie Cr022+(ac), el
producto de la reaccién del Cr' con O, (ec. 6.41), la cual también se toma
como evidencia de la formacion de Cr", seccidn 5.1.4. El Cr"! formado en la
ec. 6.38 puede participar de dos reacciones rapidas paralelas: con el Cr'!
presente en el medio para dar Cr’ y Cr'™ (ec. 6.39); y con el O para producir
la especie Cr022+(ac), el cual se descompone lentamente a la especie
[Cr(H20)6]*" ac) (€C. 6.41). El Cr¥ generado en las ec. 6.39 y 6.40 reacciona

con Glucar en un paso rapido, para dar Cr'", didxido de carbono y Sey, ec.

6.43.



Capitulo 6: Mecanismos de oxidacion de sacaridos por Cr hipervalente H 2013

La especie Cr’ se forma y se descompone rapidamente, de acuerdo a los
resultados obtenidos por mediciones RPE y estudios espectrofotométricos UV-
vis de intercambio de ligando (seccién 5.3.3.). De acuerdo a los resultados de
RPE (seccién 4.2.3), proponemos que el Cr' reacciona con Glucar para
formar un monoquelato oxo-Cr'-Glucar (Ky!), en rdpido equilibrio con
especies bisquelato oxo-Cr'-Glucar, (Kv?). Estos intermediarios de Cr"
originan luego los productos redox. Finalmente, el radical libre organico

reacciona con O, para dar didxido de carbonoy acido D-arabinarico, ec. 6.42.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis pueden agruparse en
las siguientes secciones:

(a) Estudios de oxidacién de hidratos de carbono neutros y acidos por
accion de la especie de cromo hipervalente Cr'. Los sistemas Cr''/sacaridos
neutros y Cr'/sacaridos acidos, indican que los sacaridos de cada tipo
seleccionados, responden a la misma ley de velocidad experimental, con la
diferencia de que en el caso de la oxidacion de sacaridos neutros el proceso
es independiente de la acidez del medio de reaccién.

El orden de reactividad para sacaridos neutros fue. 1-metil-a-D-glucopiranosa
<< I-metil-a-D-galactopiranosa ~ 3-O-metil-D-glucopiranosa ~ 6-desoxi-L-
galactopiranosa ~ 2-desoxi-D-glucopiranosa ~ D-glucopiranosa << D-
galactopiranosa << D-glucitol. La reaccién Cr'/sacarido produce &cidos
alddénicos y permite postular al C1 como sitio mas reactivo de las
aldopiranosas estudiadas. Los valores de velocidad de oxidacién de sacaridos
por la especie Cr'V confirman que las mismas son muy superiores a las
velocidades de oxidacién por las especies de cromo hipervalente Cr'* o CrY
con los sustratos organicos empleados.

Los calculos realizados para obtener los valores de los parametros de
activacion para los sacaridos D-glucopiranosa y D-galactopiranosa, indicaron

que el proceso oxidativo por la especie CI'¥ ocurre a través de un mecanismo
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concertado de reduccion bielectronica Cr'V- Cr™ mediante la transferencia de
hidruro.

Se propone para todos los sacaridos estudiados el mismo mecanismo de
oxidacion por Cr" en medio &cido la reduccion bielectronica &Y a Cr* por
transferencia de hidruros provenientes del sustrato organico.

(b)  Los estudios de RPE en solucidn acuosa de los sistemas Cr'//GHL,
cr'Y/ Galur y Cr'"/Glucar, determinaron la presencia de complejos oxo-Cr'-
sacarido. Para los compuestos complejos oxoCr'-GHL, en condiciones
fuertemente acidas o en el rango de pH 1,0-4,0; los valores de Ao ¥ Giso
confirman la presencia de bisquelatos oxo-Cr’ pentacoordinados, con cuatro
grupos alcoholato donores, donde la GHL actia como ligando bidentado para
generar dos isdmeros geométricos. Las sefales no resueltas (minoritarias) se
atribuyeron a especies monoquelato oxo-Cr’ pentacoordinadas.

En los estudios de RPE de onda continua a temperatura ambiente de los
compuestos de coordinacion oxoCr'-Galur indicaron que el desdoblamiento
hiperfino de proton no corresponde a protones intercambiables, excluyendo
la coordinacion ecuatorial de moléculas de agua e indicando la presencia de
bisquelatos oxo-Cr'-Galur.

La misma conclusion se obtuvo con estudios de RPE realizados a baja
temperatura, RPE de 'H Davies ENDOR y célculos DFT. Estos métodos

corroboran solo la presencia de especies [Cr'O(0° 0°-galactofuranuronato),]".
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Los espectros de RPE del sistema Cr'/ Glucar realizados en un rango de
valores de pH 1,0 — 3,2 mostraron la presencia de una Unica especies oxo-
Cr'-Glucar. Al aumentar el valor del pH en el rango 4,1 y 5,3 se observd un
cambio en la coordinacién ligando-Cr¥ originando especies oxo-Cr'-Glucar
diferentes.

A pH bajos, el acoplamiento shfes el esperado para dos protones carbindlicos
equivalentes acoplados al espin del electron del Cr', de sitios 2-
hidroxicarboxilato, de dos moléculas diferentes de Glucar, formando
quelatos de cinco miembros. Los valores de gs, Y As corresponden a
complejos oxo-Cr¥ pentacoordinados con dos grupos carboxilato y dos grupos
alcoholato. A pH = 6,0 los parametros espectrales indican la presencia de
complejos bisquelatos oxo-Cr¥ pentacoordinados mixtos, con una molécula de
Glucar coordinando por dos grupos alcoholatos y la otra por su grupo 2-
hidroxicarboxilato.

El estudio de la oxidacién por Cr'! de Galur, GHL y Glucar, verificd la
presencia de especies intermediarias en las mezclas de reaccién
Cr'Ysacérido, que incluyen radicales libres organicos, ésteres de Cr, CrV/!y
especies oxo-Cr¥-sacérido.

Los altos valores de los coeficientes de absortividad molar de las especies

oxo-Cr'-sacérido y sus tiempos de decaimiento indicaron que éstas deben
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considerarse en la interpretacion de los datos cinéticos solo en los sistemas
cr'/Galur y Cr''/GHL.

Cuando se comparan las velocidades por la cual diferentes especies de Cr
oxidan a los sacaridos estudiados, se observa que, /incluso a baja
temperatura, el CI'V reacciona mds rapido que las especies Cr’ y G
demostrando que s/ bien el Cr' se forma durante la reaccion de oxidacion por
¢, este intermediario se encuentra involucrado en etapas rapidasy no se
acumula en las mezclas de reaccion. Por ello no debe ser considerado en e/
ajuste de los datos cinéticos.

Los resultados obtenidos permiten proponer que la reduccién de Cr'! a Cr'™
no ocurre en una sola etapa, sino que deben existir varias etapas de
reduccion en las cuales se generen estas especies intermediarias, un
mecanismo de oxidacidon crdmica que incluye rutas mono y bielectronicas. Por
otra parte, estos estudios han permitido confirmar que en estudios cinéticos y
mecanisticos de oxidacion cromica de hidratos de carbono previamente
realizados y en los cuales se postuld siempre la oxidacion por la especie CrY

correspondia a una etapa rapida, ha sido confirmada experimentalmente.



Resumerv
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Se sabe que los compuestos derivados del cromo, considerados
contaminantes ambientales importantes, son altamente tdxicos y reconocidos
agentes carcinogénicos debido a su alto grado de mutagenicidad [4]. Su
capacidad para actuar como agente oxidante sobre biomoléculas, es la
responsable de la mutagenicidad y carcinogenicidad del Cr'.. Si bien la
especie Cr'!, no produce dafio en el ADN /n vitro, en ausencia de agentes
reductores, se cree que la especie mutagénica seria alguno de los
intermediarios reactivos tales como las especies Cr' y Cr'¥ producidas durante
la reduccion del Cr'! a Cr'™,

Teniendo en cuenta todas estas posibles especies intermediarias, se ha
postulado que la reduccién de Cr'! ocurre mediante un mecanismo complejo.
Para probar esta hipotesis, se deben identificar y caracterizar tanto los
productos como los intermediarios del proceso. Resultan de gran interés los
hidratos de carbono o sus derivados, presentes en el medio celular vegetal
y/o animal, tales como D-ribosa, D-galactosa, D-glucosa y acido D-
glucurdnico, los cuales podrian reaccionar con el Cr*,, luego de su ingreso al
citoplasma, estabilizandolo mediante la formacion de complejos y/o actuando
como agentes reductores, generando en el proceso redox, especies reactivas
que produzcan dafno celular.

El presente trabajo de tesis pretende profundizar el estudio del proceso de

transferencia electrénica entre el elemento cromo hipervalente y los
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diferentes grupos funcionales presentes en hidratos de carbono de
importancia bioldgica; analizar la capacidad de coordinacién y reactividad a
partir de los diferentes estados de oxidacién del elemento cromo (CrV/¥/IV/Iny,
y finalmente integrar los resultados obtenidos, en la interpretacién del
proceso redox, cromo hipervalente - hidrato de carbono.

Para concretar estos objetivos, se realizaron distintas acciones, que incluyen:
& Un estudio de la oxidacion con cromo hipervalente de los sustratos,
D-glucoheptono-1,4-lactona, acido D-galacturdnico y acido D-glucarico.

L | Un estudio de la reactividad del Cr' frente a los diferentes hidratos de
carbono (neutros y acidos) para determinar si el proceso oxidativo por esta
especie, siempre se encuentra o no, involucrado en etapas rapidas de
reaccion.

5 Se compararon los resultados obtenidos con los sustratos empleados
en estudios anteriores [52-62] para lograr una interpretacién mas profunda
del mecanismo de reaccion redox.

Los resultados obtenidos, permitieron llegar a las siguientes conclusiones:

#  Los sistemas Cr'V/sacaridos neutros y Cr'/sacaridos &cidos, responden
a la misma ley de velocidad experimental, con la diferencia de que en el caso
de oxidacion de sacaridos neutros el proceso es independiente de la acidez

del medio de reaccién. El orden de reactividad determinado para sacaridos

neutros fue:
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1-metil-a-D-glucopiranosa << 1-metil-a-D-galactopiranosa ~ 3-O-metil-D-
glucopiranosa ~ 6-desoxi-L-galactopiranosa ~ 2-desoxi-D-glucopiranosa ~ D-
glucopiranosa << D-galactopiranosa << D-glucitol.

& Los valores de velocidad de oxidacidon de sacaridos por la especie Cr'v
confirman que las mismas son muy superiores a las velocidades de oxidacion
de las especies de cromo hipervalente Cr! o Cr¥ con los sustratos organicos
empleados.

| Los calculos realizados para obtener los valores de los parametros de
activacion para los sacaridos D-glucopiranosa y D-galactopiranosa, indicaron
que el proceso oxidativo por la especie Cr¥ ocurre a través de un mecanismo
concertado de reduccion bielectronica €r'V- Cr™ mediante la transferencia de
hidruro.

#  Los estudios de RPE en solucién acuosa de los sistemas Cr'/GHL, Cr'Y/
Galur y Cr'Glucar, determinaron la presencia de complejos oxo-Cr'-
sacarido, los que pudieron ser caracterizados, con la determinacién de sus
tiempos de vida media.

| El estudio de la oxidacién por Cr! de Galur, GHL y Glucar, verifico la
presencia de especies intermediarias en las mezclas de reaccidn
Cr''/sacarido, que incluyen radicales libres organicos, esteres de Cr",

IV/I1

especies: Cr'""™y oxo-Cr'-sacérido.
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| Las especies oxo-Cr'-sacarido deben considerarse en la interpretacion
de los datos cinéticos solo en los sistemas Cr''/Galur y Cr''/GHL.

| Al comparar las velocidades de reaccién de las diferentes especies del
elemento cromo con los sacaridos estudiados, incluso a baja temperatura, el
Cr" reacciona mas rapido que las especies Cr' y Cr"!, indicando que este
intermediario se encuentra involucrado en etapas rapidas y no se acumula en
las mezclas de reaccién. Por ello no fueron considerado en el ajuste de los
datos cinéticos.

En base a los datos experimentales y los resultados obtenidos en este trabajo
de Tesis, se concluye:

L Opera el mismo mecanismo de oxidacion por Cr¥ en medio &cido, para
todos los sacaridos estudiados, el cual consiste en una reduccion bielectronica
V' a Cr* por transferencia de hidruros provenientes del sustrato organico.

w  La reduccion de Cr' a Cr'™ por parte de los ligandos orgénicos
estudiados; no ocurre en una sola etapa, sino que tiene lugar en varias
etapas de reduccidn que involucran vias de reduccién: mono y bielectronicas,
confirmando experimentalmente, los estudios cinéticos y mecanisticos de
oxidacion cromica de hidratos de carbono previamente realizados en el grupo
de investigacion donde se realizo el presente trabajo de Tesis Doctoral.

% El proceso de oxidacion por la especie CY siempre se corresponde con

una etapa rapida.
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Figura S1. Coordenadas y energias totales de estructuras optimizadas.

[Cr'O(0°,0°-galactofuranuronato),]” - estructura I

Energia Total = -71827.13188 eV
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[cr'O(0%,0°-galactofuranuronato),] - Estructura II

Energia Total = -71827.23735 eV

ju’:}Lgii;v
o AN A

~

H

e
0
1.202239
2.361564
-3.707554
-5.149968
3.531464
3.009053
1.562681
2.182117
-1.951467
-0.976651
-1.294003
0.001373
1.092718
1.893503
1.773644

2.439062

1.196082

3.059852

-0.940116

-0.881731

-0.097026

0.957365

-2.783989

1.868516

-2.438151

-1.577729

-3.229959

-3.024809

-0.072123

0.731308

-1.150115

0.080514

e

- \‘ »

‘&\ ‘:& _J
i

.)’0
0.292249
2.065712
3.492891
3.458944
1.843139
-2.924058
3.835509
3.360015
2.789182
3.334222
1.638892
1.573162
3.630937
2.969782
1.502608

1.681059



Figuras suplementarias

H 2013

Cr

O o O o

T

o O =T

T

0.769200

2.286652

3.075141

3.231984

3.458147

2.806616

2.437201

4.197460

2.255426

2.083726

4.545073

4.094316

-1.897581

-3.195811

-5.553933

-4.386532

-5.555411

-5.609817

-5.549344

-6.820755

-4.346739

-4.499786

-5.380563

-1.817233

0.969915

2.301801

2.567015

1.150952

0.251452

3.365071

3.524917

2.949441

1.276253

0.908672

2.100454

-3.988858

-1.650031

-1.557238

-2.507505

-1.456519

0.423399

-0.783954

-2.168996

-2.900904

-3.384416

0.938472

2.869956

0.436541

0.462898

-1.038662

-1.617788

-0.697134

1.123570

-1.413238

-1.414134

-2.979681

-1.645571

0.885953

0.871801

2.351362

2.137259

1.863330

4.320921

3.635013

1.326958

2.263367

0.513175

2.550233

2.832971



Figuras suplementarias

H 2013

5.060208

-2.272331

-2.900559

-3.540108

-7.032654

3.241668

-3.185093

-0.936010

-3.477105

-2.567508

-1.047282

3.557447

1.544483

0.447200

1.395808



Figuras suplementarias H 2013

[cr'O(0"",08-galactopiranuronato)(0®,0°%-galactofuranuronato)] -
estructura III

Energia Total = -71838.60307 eV
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[cr'O(O',0P- galactopiranuronato)(Cf,0°- galactofuranuronato)]” —
estructura Iva. S-chiralidad sobre centro de C*.

Energia Total = -71826.78924 eV
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[cr'O(O',0P- galactopiranuronato)(Cf,0°- galactofuranuronato)]” —
estructura Ivb. R-quiralidad sobre centro C.

Energia Total = -71825.34647 eV
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Dada la reaccion del reactivo A para dar producto P:

Se desea determinar el valor de constante de velocidad de esta reaccion. Los
experimentos realizados a tal fin, se llevan adelante mediante la mediciéon de
la variacion de una propiedad en el tiempo relacionada con la concentracion:

la absorbancia, asi se definen:

[] = concentracion

P = propiedad (absorbancia)

t = tiempo

Entonces, la [A] se relaciona con la propiedad P de la siguiente manera:

Aty > [Alo > Po=a[Alo (1)
Atw > [Alo = Pw = B [Alo (2)
At > [Alt > Pe = a [Al + B [P] = a ([Alo— [P]) + B [P] (3)

a) Haciendo (tp - tw) (ec. 1 — ec. 2), se obtiene:
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Po - Po = a [Alo - B [Alo = [Alo (a - B) 4

y [A]o resulta:

o p (5)

b) Haciendo (t: - t») (ec. 3 — ec. 2), se obtiene:

Pt - Po = [a ([Alo = [P]) + B [P]] = (B [Alo) = a [Alo—a [P] + B [P] =B [Alo

Pt - Po = (a=PB) [Alo + [P]1 (B -a) = (a—B) ([Alo - [P]) = (a - B) CA;

y [A]: resulta:

o p 6)

¢) Haciendo (1o - t) (ec. 1 — ec. 3), se obtiene:

Po — Py = a[Alo —{a ([Alo - [P]) + B [PI} = a [Alo—{a CA: + B [P]}
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Po—Pt=a[Alo—a[Alo+a[P]+B[P]=a[P]+B[P]=(a-B)[P]

y [P] resulta:

Pl= ~— 7)

Asi, aplicando las ec. 5, 6 0 7 en la ecuacion de medicion, se logra expresar

una concentracion en funcién de propiedades mensurables.

Deduccion de la ecuacion de ajuste de los datos de

absorbancia vs tiempo para la reaccién Cr''/sacérido

Dada la reaccion:

En este caso tenemos que:
A = [CV]; B = [CrO,**] y k es la constante de velocidad de la reaccién

CrV/sacérido, entonces, la velocidad de desaparicién de A se deduce como:
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d[A
—%=k[A] (8)

Reordenando los términos:

dlA]
——==—-k dt (9)

[A]

Integrando miembro a miembro, se llega a una expresién logaritmica (ec. 11)

o su forma exponencial (ec. 12):

[A) d[A] ~ t

— _k([dt
iy LA ! o
In[A], =In[A], -kt (11)
Al = [A], e™ (12)

Reemplazando [A]: y [Alo, por las ec. 5y 6, y trabajando matematicamente,

se llega a la ec. 10:
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Pt_Poo :Po_Poo e—kt
oa—p o—p

Pt - Poo = (PO - Poo) e_kt

Pt = Poo + (PO o Poo) e_kt (13)

En nuestros estudios cinéticos de la oxidacidn sacaridos por Cr", la propiedad

P medida es la absorbancia a 290 nm, Abs, resultando, la ec. 14, que es igual

alaec. 3.5:

Abs, = Abs_ + (Abs, — Abs_ ) e™ (14)

Deduccion de la ecuacidn velocidad para la desaparicidn
de la especie Cr'!

Considerando la secuencia de reacciones propuesta en el esquema 5.2, la

velocidad de desaparicién de la especie Cr* esta dada por:

_d[Crf] _ 2k

dt 6 exp [CrVI] (15)
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Reordenando los términos:

dicrV']

aier I ok
[Cr']

6 exp dt (16)

Integrando miembro a miembro, se llega a una expresion logaritmica (ec. 18)

o su forma exponencial (ec. 19), que representa la velocidad de desaparicién

de Cr'*:

) dpern t

[Cr"‘]aW o 2k6€xpf').dt (17)
In [Cr"‘]t =In [Cr"‘]0 — 2K T (18)
[CI’VI ]t _ [CrVI ]0 o 2Keon ! (19)
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Deduccidn de la ecuacidn velocidad para la desaparicion

de la especie Cr"

Considerando la secuencia de reacciones propuesta en el esquema 5.2, que

considera la velocidad de desaparicién de la especie Cr' como una etapa

lenta, la misma esta dada por:

_der1

dt - 6 exp [CrVI]_ I(5exp [Crv]

Reordenando los términos:

d[Cr¥] = kg, [Cr'1dt-k,.,[Cr']dt

6 exp 5exp

d[Cr'] +Ksep [CrV1dt = kg, [CrY] dt

Reemplazando [Cr'], por la ec. 22:

d[Cr'] +Ksep [Cr¥1dt = Kgppp [Cr¥'], € * =" dt

Utilizando el factor de integracion, e“®®*, y reordenando:

(20)

(21)

(22)

(23)
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" d[Cr'] +Kqp € [Cr¥]dt = k

5exp 6exp

€= d[Cr'] +Kyep €= [Cr¥]dt = k

5exp 6exp

Si,

et d[Cr'] +Ksqy €9 [CrV]dt = dCr' &'

5exp

Entonces, la ec. 26, se vuelve:

d ([Crv] ek5exp ) 6exp [CrVI]O k5exp*2 keexp)t dt

Finalmente, integrando entre 0 y t:

—2Kgexp t

[Cr''], e

[Ccr'], e

(kSexp -2 k6exp )t dt

j‘d([cr ]eksexp ) 6exp [CrVI]O J.eKSeXp—steXp) dt
0

e(kSexp’Z kGeXp)t _ 1
Keeown —2K

[CrV ]ekseXpt = k6exp [CrVI]o

S5exp 6exp

et dt  (24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)
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(e(kSexp -2 k6exp )t _l)ek5expt

Cr¥ |=Kge, [CrV
[ ] pee [ ]0 kSexp _2k6exp
“2Keppt o Ksep t
[orY =k gy [CF1T, ©
kSexp _2k6exp

(30)

(31)

La ec. 31 representa la velocidad de desaparicion de la especie Cr', segln el

esquema 5.2; y ademas, tiene la misma forma que las ec. 5.29, 5.42 y 5.45,

utilizadas para el ajuste de los datos experimentales de RPE de GHL, Galur y

Glucar, respectivamente.

Deduccion de la ecuacion de ajuste de los datos de
absorbancia a 350 nm para la reaccién Cr''/GHL y

cr''/Galur

Considerando:

a) la secuencia de reacciones del esquema 5.2, en el que se propone la

formacion de especies de Cr’ como intermediario del proceso redox,
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k k
2ot s oV Y (o
+
CI'IH

b) que las especies de Cr’ y Cr' absorben a 350 nm, valor de longitud de
onda a la elegida para el seguimiento cinético de las reacciones de oxidacion

cromica de sacaridos.
Entonces, la absorbancia a 350 nm provendra de la contribucidon de las

especies de Cr'! y CrV. A cualquier tiempo durante la reaccidn redox, la

absorbancia a 350 nm esta dada por la ec. 15:
Abs,, =" [cr't] +&¥ [crY] (32)
La ec. 32 puede escribirse como:

_2k6exp t _e_kSexp t

Abs,, =" [CrV] e et 4 g Koo [Cr" 1o € oK

(33)

Sexp ~ < Meexp
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Donde (¢ [Cr'"]) es la absorbancia inicial, debida a la especie Cr'! y el
segundo término refleja la absorbancia debida a la especie Cr'. Asi, la ec. 33

puede escribirse como:

(e—kSCxpt — e—2k6expt

Abs,s, = Abs, e 2™t + Ko sV[CrVI]O —5K " (34)

S5exp

6exp

El primer término refleja la velocidad de desaparicion de la especie Cr”,
debida a las dos rutas paralelas, mientras que el segundo término refleja los
cambios en la concentracién de la especie Cr’ en el tiempo. Dado que en el
esquema 5.2 existen dos vias de consumo de Cr", la constante de velocidad
Keexp, €Sta multiplicada por un factor de dos en el primer término y en el
denominador y el exponencial del segundo término.

La ec. 34 tiene la misma forma que las ec. 5.20 y 5.33, utilizadas para los
ajustes de los datos experimentales de los cambios de absorbancia, a 350
nm, en el tiempo de las mezclas de reaccion Cr'/GHL y Cr'Y/Galur,

respectivamente.
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Deduccion de la ecuacion de ajuste de los datos de

absorbancia a 570 nm para el sequimiento de la especie

CrIII

Considerando:
a) la secuencia de reacciones del esquema 5.2, en el que se propone la
formacion de especies de Cr' como intermediario del proceso redox,

111

b) que las especies de Cr' y Cr' absorben a 570 nm, entonces, la

absorbancia a 570 nm provendra en parte de la absorbancia de las especies

11T

de Cr' y en parte de la absorbancia de las especies de Cr'™. A cualquier

tiempo durante la reaccion redox, la absorbancia a 570 nm esta dada por la

ec. 35:

Abs, = o™ [or] + 5 [cr'] 35

Reemplazando la [Cr'], la ec. 35 puede escribirse como:

—2Kgexp t

k

_ e_kSexp t

Abs,, = & [CI‘IH] Y Koo [Cr'], e - 6)

5exp 6 exp
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Considerando que:

[Cr“‘]t = [Cr\”]0 — [Cr‘”]— [Crv] (37)
Reemplazando [Cr'] y [Cr'!], y trabajando mateméticamente:

-2k t —Ksexp
e 6 exp _e S5exp

“2Kgept
) = fer) - ler) e Keew [C"'1s o ok ©®
_2k6expt _kSexpt
m | VI A 2Keept e —-e
[Cr ]t = [Cr ]0 1-e P kseXp kSexp _2k6exp (39)

Reemplazando en la ec. 36, y trabajando matematicamente, se obtiene la ec.
40, la que tiene la misma forma que las ec. 5.31 y 5.44, utilizadas para el
estudio cinético, a 570 nm, de las mezclas de reaccién Cr//GHL y Cr'Y/Galur,

respectivamente:

2k ex| t “"k‘iex:t
Ab o [C VI] 1 ~2Kgexp t ( v III)k e " —e
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Mecanismos de oxidacién para la reacciéon Cr''/sacarido

A) Mecanismos de oxidacion para la reaccién Cr''/GHL

A.1) Velocidad de oxidacién por Cr"!

Dadas las siguientes reacciones, propuestas en el mecanismo de oxidacién

cromica de GHL:

OH
HO )~OH "
0 + HCrO4 (ac) A-B-C
Hoq ©
HO
o, O
0 \ i HQ 0O O
HO O 0—CroH OH Q0 NRN\Y/
HO o 7 OH N — 0
HO OH; HO o OH,
A B C
2 HT , Kvi v
B . Cr (ac) +  Sox (41)
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Siendo la contante de equilibrio, K":

v _ lester]

' [6HL] [Hero; ]

la concentracion del ester cromico resulta:

[ester]= KV [GHL ] [HCrO, ]
La velocidad de desaparicién de Cr"!, dada por:

d[Cr"]
dt

= ky [H]? [ester]

Reemplazando por la [ester], queda expresada como:

VI
L] = koL fero;]

(42)

(43)

(44)

(45)
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En todo momento de la reaccion, la [Cr'']t resulta:

[CrVI]T = [HCrO; ]+ [ester] (46)

Reemplazando la [ester], y trabajando matematicamente, la [HCrO47] resulta:

lcr]; =[Hero, |+ K [GHL] [Hero; |= [HCro, J(1 +KY[GHL])  (a7)

e},

HCrO, | =
Hero:] (1+K"[GHL]) “49)
Reemplazando en la ec. de velocidad, resulta:
d[cr*] 2 ek
= ky,[H"]"K"|GHL

dt . (GHL] (1 +K“[GHL)) (49)
Si (KY! [GHL]) << 1, la ecuacion se reduce a:
d[Cr" ,

[dt ] = kvr KVI[H ]2 [GHL][CrVI ]T (50)



Anexo 1: Deduccion de ecuaciones H 2013

A.2) Velocidad de oxidacién por Cr¥

Dadas las siguientes reacciones, propuestas en el mecanismo de oxidacion

cromica de GHL:

S, KV1 S, KVz

\Y
Crila) == Vs

I
crV-so 5 kv CFIH(ac) + Sox

f

111
S kv (51)

Siendo la contante de equilibrio, K';:

Ki = forros) (52)
[s]fer]

la concentracién de la especie monoquelato, Cr'-S, resulta:

lcrv —s]=ky [s] [cr'] (53)
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La contante de equilibrio K", es igual a:
CrV -S
K3 = | - 3 (54)
[s][cr -]
Entonces, la concentracién del complejo bisquelato, Cr¥-S,, resulta:
lerY —s,]=kY [s][er -] (55)
Reemplazando la concentracién de la especie monoquelato, se llega a:
[crv —s,]=ky k¥ [P [orY] (56)

La velocidad de desaparicién de Cr¥, dada por:

d[g_;“] = kI [s]lcrY - |k, "H R [S]lerY - s, )k, S]er —s] (57)

Reemplazando la concentracidn de las especies bisquelato y monoquelato, se

obtiene la ecuacion:



Anexo 1: Deduccion de ecuaciones H 2013

dCTT_ ymyv [P o] +k UHE KY KYSP [ ek, KY ISP o]
it (58)

Y
LIS for] ks ok, o2 kY KY [Sh kK [S])

En todo momento de la reaccion, la [Cr']r resulta:
e =lerv]+ [erv - s, |+ [erv -] (59)

Reemplazando por las concentraciones de las especies mono y bisquelato y

reordenando, se obtiene:

lerv ] =[erv]+ kY kY [SP [erV]+kY [s][er]

(60)
el =lorJes Kk Ky ISF Ky S )
Asi, la [Cr'] resulta:
Cr'|= e} (61)
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Reemplazando en la ec. 60:

der] _[SP kiKY k"' T K KY Sk, KY [S]er 62)
a iy Kk [F kY 5] )

Considerando la selectividad para la oxidacién de Galur, la ecuacidon se

transforma en:

dicr'] Ky KY [HSF k,"H P +k,}lcr'];
dt KY KY [HSP +K! [HS] ©)

Si (K, KY; [HS]? >> KY; [HS]) la ecuacion se reduce a:

d[givj = (kaI[H+]2 +kVI)[S][CrV:IT (64)

B) Reacciones del mecanismo de oxidacion Cr'!/Galur

B.1) Velocidad de oxidacién por Cr"!

Dadas las siguientes reacciones, propuestas en el mecanismo de oxidacion

cromica de Galur:
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COOH
H OH KV!
oF 10 + HCrO4 (a0 D-E-F
OH (65)
0
HO OH OH—I 8%@ /OH—I O%% ~OH !
|— r , \\
o)/ 2 Ho - ofNY [ Dw 0o g M2
\Cr\ 0 o pr— QH
O// \O 0 OH HO o HO /"T0
0 OH OH
D E F
2Ht , kv v
F _— Cr (ac) + Sox (66)
Siendo la contante de equilibrio, K'":
KVI — [F] (67)
[Galur] [HCro, ]
la concentracion de la especie F resulta:
[F]=K“[Galur] [HCro; | (68)
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La velocidad de desaparicién de Cr"!, dada por:

diCr] _ ey
= kulH'T°[F]

Reemplazando por la [F], queda expresada como:

VI
d[((:ji I _ \IH T K" [Galur] [HCro;

En todo momento de la reaccién, la [Cr'']; resulta:

lcr ], =[Hero; |+ [F]

(69)

(70)

(71)

Reemplazando la [F], y trabajando matematicamente, la [HCrO4'] resulta:

lcr; =[Hero; ]+ K [Galur] [Hero; |= [HCro; |1 +K V' [Galur])  (72)

e},

%Ooj::@+K“Emwﬁ

(73)



Anexo 1: Deduccion de ecuaciones H 2013

Reemplazando en la ec. de velocidad, resulta:

VI CrVI
dCT] o H K [Galur] )
dt i (t+K"[Galur]) 79
Si (K [Galur]) << 1, la ecuacién se reduce a:
d[Cr""] VIpg+ 12 [ VI]
A k, K'[H"]? [Galur [|Cr*" |, (75)

B.2) Velocidad de oxidacién por Cr"

Dadas las siguientes reacciones, propuestas en el mecanismo de oxidacion

cromica de Galur:

+
HS, 2H ’ kV (76)
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Siendo la contante de equilibrio, K';:

v _ [~ (HS)]
Hs] [cr]

la concentracidn de la especie monoquelato, Cr¥-(HS), resulta:
lcrY — (HS)|]=KY [Hs][crY]
La contante de equilibrio K", es igual a:

K\Z/ — [Crv B (Hs)z]
[HS] [crY - (HS)]

Entonces, la concentracidn de la especie bisquelato, CrV-(HS); resulta:

[cr? - (Hs),]= Ky [Hs] [cr - (HS)]
Reemplazando la concentracion de la especie monoquelato, se llega a:

[crv - (HS),]= kY K [HST [cr]

(77)

(78)

(79)

(80)

(81)
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La velocidad de desaparicion de Cr', dada por:

d[(cj:;V] = SR BS]ler - (), [k, Hs]lcr - (HS)]
(82)

d[giv] ~ [cr¥ - (Hs), JIHS] k" H 2 K,

Reemplazando la concentracion del complejo bisquelato, se obtiene la

ecuacion:

Vv
L oky Ky sP for "o T 4k, ) ®)

En todo momento de la reaccion, la [CrV]r resulta:

crv ] =lerv ]+ [erY = (Hs), |+ [crY - (HS))] (84)

Reemplazando por las concentraciones de los complejos y reordenando, se

obtiene:
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v =ferv ]+ kY kY [SE [erv ekt [Hs]fer]

lcrv ] =[erv ]+ kY kY [HSE +KY [HS] ) )
Asi, la [Cr'] resulta:

crl- 1+ KY K [[E;3Z]T+K1V Hs] ) €0
Reemplazando en la ec. 85:

dicr'] _Ky KY [HSP (k" P +k,'Jlor' ] o

dt 1+ KY KY [HSF +KY [HS] )

Considerando la selectividad para la oxidacion de Galur, la ecuacion se

transforma en:

dicr'] _KY Ky [HSF k,"[H P <k, )lcr )
dt KY KY [HSF +K! [HS]

(88)



Anexo 1: Deduccion de ecuaciones H 2013

Si (KY, KY; [HS]?> >> K'; [HS]) la ecuacién se reduce a:

Lg:! = (k"1 ok Bs][er (89)

C) Mecanismos de oxidacién para la reaccion Cr''/Glucar

Velocidad de oxidacién por Cr"!

Dadas las siguientes reacciones, propuestas en el mecanismo de oxidacién

cromica de Glucar:

@) OH OH
OH VI
K
HO : H + HCI‘O4_(aC) G-H
OH OH O (90)
?/OH OH OH
OH O/CI"\O H OH
| o0 OH HO\? I
HO : I . o=¢r 0 OH
OH OH O ‘ ! O/ Yo
2
H
G
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kv v

G-H —_—> Cr (ac) T Sox + COz(g) (91)
kvi®

G-H CrVe.y + Sox + CO
2 H+ (ac) (0)¢ 2(9) (92)

Siendo la contante de equilibrio, K":

v ester]
= N (93)
[Glucar] [HCrO; |
la concentracion del ester cromico resulta:
[ester]= K“*[Glucar] [HCrO, | (94)

La velocidad de desaparicién de Cr", dada por:
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VI
d[ii 1_ ki, [ester]+kZ [H*T* [ester]

VI (95)
d[fj; I _fester](kt, +k2 HR)

Reemplazando por la [ester], queda expresada como:

d[Cr'"]

“— =K"[Glucar] [Hro, i, -+, ') (96)

En todo momento de la reaccién, la [Cr'']; resulta:

lcr ] =[HCro; |+ [ester] (97)
Reemplazando la [ester], y trabajando matematicamente, la [HCrO47] resulta:

[cr ] =[Hero;, [+K ¥ [Glucar] [Hero; |= [Heroy [+ KV [Glucar]) (98)

)

Hero; | = (t+K"[Glucar])

(99)
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Reemplazando en la ec. de velocidad, resulta:

dcr] KVI[GIucar](ki,I K [HT )[CrVI]T

dt (t+K"[Glucar]) (100
Si (K! [Glucar]) << 1, la ecuacidn se reduce a:
d[CrV .

=L (e i T e (o)
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H 2013

H 2+
HO CrO
HO OH Q
H O0-_/ CH,0H — =
H
OCH; H
H
o HO HO
H
OH
H 0 Cc— f
I O <——
ocu; Hp O f
H+
OH
CH;0

H
H  cooH
H —_—
q —
O on
H oH

1-methyl-a-D-glucopyranose + 2 CrO2*

2+ CrOH+
H H ++
o HO H
H
OH
H (0] | ?H*H \*j,
\
HO™ »~\
OCHj; H L\CF?O
H H ] B
o HO
H -
OH
H 0 ‘ C+ f
I
H
OCH; o CrOH *
H 0
1 O
CH;0 H + H,0
H
Oy
OH H
OH
E—

H H
o HO|
H
OH
H O /cH
TR
ocH; H ©
fCrOer
- +
H H
o HO|
H
OH
‘ ”+K—r\‘0
OCH; H O\c//
A r<)

1-methyl-a-D-glucofuranurono-6,3-lactone + 2 H* + 2 CrOH*
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B 1 2+
Cro*t CrOH+ H H
OH
g i, H OH
> * CH,OH
I H
HO H
H,0
20 7N &, T
H H
OH
HO > OH
| " CH,OH
o) HO H

2-desoxy-o-D-glucopiranosa + CrO?" +H,0 —— > 4cido 2-desoxy-D-glucénio + H™ + CrOH*
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H H CrO*"

OH H

3-O-metil-a-D-glucopiranosa+ CrO*>*  +H,0 ——>

2+
CrOH+ H H
OCH;H
J HO OH
HO H
H,0
R R y H
H H
OCH;
HO OH
HO | 4 {-CHOH
o) Ho H

4cido 3-O-metil-D-glucénico + H" + CrOH"
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H H 2+ CroH+ N
H H Cro* HO . H
HO g0 OH H OH
HO OH . CH,OH A HO OH
H AN H
CHOH ——> | — CH,0H
H H HC 2
N\ OH HO I
OH oi -G 0 H
HO B
- (\ Cro**
_ ., " -
H H H0 H H OH
HO > OH ) HO or HO OH
-~ OH | _ H CH,0H
HO ‘ . /-cHoH f + \ /-CH,0H v/ | HS
H H H f A O+
6] HO N O Ccr” HO
H HO r 4
L J  CrOH* _
a-D-glucitol + 2 CrO%¥ H,0 ——>  acido D-glucénico + 2 H* + 2 CrOH*
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H 2013

~ - 2+
Cro** CrOH+
W)

a-D-galactopiranosa + CrO?* +H,0 ——> &cido D-galatdnico + H* + CrOH*

H OH
OH
HO H
o) o H
H,0
> NG w1
H OH
OH
HO H
HO ‘ iy /-CHOH
o) H
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r -2+ B B
OH H
CrO?" crod* H
H OH
g J + H
— > — I OH:
CH;
HO
L o B
L B w Uy H"
OH H
OH
HO " OH
| ont
1O CH;

6-desoxy-a-D-galactopiranosa + CrO** + H,0 —>  &cido 6-desoxy-D-galacténico + H* + CrOH*
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H 2013
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— H O /cHH
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H LHO" »7
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H OH i H OH
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* on
H g

1-metil-a-D-galactopiranosa + 2 CrO**

~————

—

CrOH *

+ H,0

1-metil-a-D-galactofuranurono-6,3-lactona + 2 H* + 2 CrOH*
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