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CAPITULO 1

Introduccion






«Alkylating agents are considered to be archetypal
carcinogens. The primary carcinogen Is the
alkylating agent, not one of its metabolic products;
alkylating agents react with significant receptors in
Vivo in the same way as in vitro»

P. D. Lawley

1. Introduccion

La aparicion de tumores en ratas tratadas con nitrosodimetilamina en la
investigacion pionera de Magee y Barnes (Magee y Barnes, 1956), abrid un amplio
horizonte al estudio de los mecanismos de formacion de nitrosocompuestos y de sus
efectos bioldgicos.

Los nitrosocompuestos se pueden formar en alimentos con nitrito como
conservante, en el medio ambiente y en el tracto digestivo, especialmente en el estbmago.
Algunos N-nitrosocompuestos son sintetizados por las plantas aunque muchos se forman
eventualmente como consecuencia de la nitrosacion de aminas (Mirvish, 1975 y 1995;
Lijinsky, 1992; Loeppky y Michejda, 1994).

En 1967 Druckrey y colaboradores (Druckrey e «/, 1967) observaron que las
nitrosaminas sufren 7z w»wo una reaccion de o-hidroxilacion cuyo producto, el
hidroxicompuesto correspondiente, se fragmenta espontaneamente para dar lugar a un
agente alquilante, el ion alquildiazonio, que actla en sitios especificos del ADN celular,
iniciandose asi el proceso de carcinogénesis. El proceso de hidroxilacion no tiene lugar z»

vitro, Siendo necesaria la activacion enzimatica. Existe un gran nimero de enzimas presentes



1. Introduccion

en el higado, como las monooxigenasas citocromo P-450 que se pueden extraer y utilizar

para generar productos de la reaccion de a-hidroxilacion (Esquema 1.1.).

Nitrosamidas, Nitrosoureas y

Nitrosaminas Nitrosoguanidinas

NO  Enzima NO O R o o R
HaC-N_ ————— HO-H,.C-N_ R—EN R—C-N’
CH3 CH3 \NO CI)H NO
Nitrosodimetilamina l
|
H4C,
CHyN=N-OH -—  N-NO =+ HCHO R-N=N-OH + R'COOH
CH3N,* «— Agente alquilante —~ RN,*

Esquema 1.1. Formacién de agentes alquilantes a partir de nitrosaminas y otras especies como
nitrosamidas, nitrosoureas y nitrosoguanidinas.

Las nitrosamidas, nitrosoureas y nitrosoguanidinas inducen también mutaciones 7
vitro, Pero sin necesidad de activacion metabolica (Esquema 1.1.) con aparicion de tumores
en el sitio de aplicacion.

Es interesante destacar la aplicacion de algunos nitrosocompuestos como agentes
antitumorales en quimioterapia. Entre ellos se encuentran las nitrosoureas
CICH,CH,N(NO)CONHCH,CH,CI y CH,,NHCON(NO)CH,CH,CI, empleadas de
forma habitual en este tipo de tratamientos (McCormick y McElhinney, 1990).

En este sentido en los Gltimos afios se han estudiado en nuestro grupo de trabajo,
mecanismos de nitrosacion de substratos lineales y ciclicos (Calle ez 2/, 1992; Casado, 1994,
1997, Casado ez «/, 1996; Iglesias ez 2/, 1997; Iglesias y Casado, 2002), asi como la busqueda
de correlaciones estructuraZactividad de nitrosaminas (Vera ez 4/, 1992). En particular, se

abordd la nitrosacion de aminoécidos con grupo amino secundario (Gil ¢z «Z, 1994, 1997).

Respecto a la inhibicion de mecanismos de nitrosacion, Gonzalez Mancebo
(Gonzélez Mancebo ez 4/, 1997, 1999 y 2002) encontrd que la reaccion de nitrosacion del
fenol y derivados fendlicos se inhibe en presencia de sustituyentes alquilicos que bloguean
la posicion activa para el ataque electrofilo de los agentes nitrosantes NO*/NO,H,"
(orientacion en para con respecto al grupo hidroxilo del fenol). La reaccion de nitrosacion
se puede inhibir también con el agente nitrosante y/o el substrato nitrosable incluidos en

ciclodextrinas (Hernandez Benito, 2003).

-6 -



1. Introduccion

El estudio de la nitrosacion de «, 'y y-aminoacidos con grupo amino primario ha
revelado que los agentes alquilantes que resultan de estas reacciones son las o, 8y )~
lactonas. Su potencial alquilante sigue la secuencia: a-lactonas > p-lactonas > j-lactonas
(Garcia Santos ez 4/, 2001, 2002) es decir, los aminoacidos naturales mas comunes son

precursores de las lactonas con mayor poder alquilante.

Debido al interés quimico y bioquimico de las reacciones de alquilacion, se ha
llevado a cabo el estudio cinético de diversos agentes alquilantes como las lactonas g-
propiolactona y p-butirolactona (Manso ez «/, 2005), dicetena (Gomez Bombarelli ¢z 4/,
2008) o0 a-angelicalactona (Fernandez Rodriguez ez 4/, 2007) que se caracteriza por sus
propiedades antitumorales. Otras lactonas estudiadas, como la j~butirolactona y &valero
lactona (Pérez Prior ez 4/, 2005), con anillo pentagonal y hexagonal, respectivamente, son
inactivas como carcindgenos; desde el punto de visto bioldgico, su importancia reside en

sus reacciones de hidrolisis.

Aparte del interés quimico de la reaccion de hidrolisis de la j~butirolactona, su
relevancia bioldgica es notoria, ya que la sal sodica del acido hidroxibutirico o0 GHB,
producto resultante de su hidrolisis, es una ‘droga de disefio’ de consumo creciente como
euforizante y estimulante sexual y muscular. Su consumo puede provocar graves efectos,

sobre todo si se usa combinado con alcohol u otras drogas; de ahi el interés por conocer lo

mejor posible el mecanismo de conversion y - butirolactona<—— GHB (Esquema 1.2.).

Mo

H\

o)
;
—OH

A

0
| Howf
AFFF = 65 ki mol™. H
o) ; GHB
| Keq=04(37,5°C) !

AH’ = 3,6 k) molL

y-butirolactona

Esquema 1.2. Formacion de GHB en la hidrdlisis catalizada en
medio &cido de y-butirolactona (Pérez Prior ez 4/, 2005)
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Otros compuestos estudiados en nuestro grupo de investigacion han sido las N-
alquil-N-nitrosoureas (Manso e /., 2008) 0 epdxidos como el oxido de estireno (Gonzélez
Pérez, 2008) de carcinogenia probada.

Con objeto de profundizar en el conocimiento de los mecanismos de alquilacién,
en la primera parte del trabajo descrito en esta memoria se ha estudiado la capacidad
alquilante del &cido sérbico y sus sales sodica y potasica.

Los sorbatos han sido clasificados por la FDA (FDA, 2005) como aditivos GRAS
(Generally Recognized as Safe). Aunque la mayoria de los estudios no han revelado
propiedades mutagenas de estas especies, algunos resultados indican la existencia de un
posible potencial genotdxico de las mismas (Minzner ez 4/, 1990; Wirgler ez al., 1992;
Mpountoukas ez a/., 2008).

Como el &cido sorbico inhibe el crecimiento del Clostridium botulinum, asi como la
formacion de nitrosaminas, se utiliza junto con los nitritos en el proceso de curado de
carnes. Esta practica da lugar a otros problemas toxicolégicos, porque el acido sorbico
reacciona con el nitrito para formar productos mutagenos. Los productos mayoritarios son
el 1,4-dinitro-2-metil pirrol (NMP) y el &cido etilnitrolico (ENA) (Namiki ¢z «/, 1981;
Osawa y Namiki, 1982).

Debido a la notable importancia biologica de las especies NMP y ENA, en la
segunda parte de esta memoria se describen los resultados obtenidos al estudiar su
reactividad.
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CAPITULO 2

Antecedentes bibliograficos






«Sorbic acid and its salts have antibacterial
activities and also inhibit the growth of yeasts and
other fungi. Since the 1940s they have been found to
be effective antimicrobial agents and hence are
used as preservatives in a wide range of foods and
drinks, and to a lesser in certain cosmetics,

pharmaceuticals and tobacco products»

B. R. Thakur, K. Singh, S. S. Arya, 1994

2. Antecedentes bibliogréaficos
2.1. Caracteristicas generales del acido sorbico y sus sales

El 4cido trans, trans-2,4-hexadienoico, acido sorbico (1), y sus sales de potasio y
calcio se utilizan como conservantes en una gran variedad de alimentos, farmacos y
cosmeéticos (Thakur et al., 1994; Dacosta, 1994; Andersen, 2008).

Figura 2.1. Estructura del acido sorbico

Los sorbatos se encuentran entre los aditivos denominados GRAS: ‘Generally
Recognized as Safe’ (Thakur et al., 1994; FDA, 2005). En la Unién Europea esta autorizado el
uso del acido sérbico (E200) y de sus sales potasica (E202) y calcica (E203) en alimentos



Caracteristicas generales del &cido srbico y sus sales

como margarina, fruta, postres, vinos y otras bebidas, quesos, etc (Ferrand et al., 2000a),
para prolongar el tiempo de almacenamiento (shelf life).

El 4cido sdrbico fue aislado por primera vez de las bayas agraces de la planta ‘Sorbus
aucuparia’ por A. W. Hoffmann en 1859. Su estructura quimica se conocio entre 1870 y
1890. En 1900, Doebner lo sintetiz6 mediante condensacion de crotonaldehido (2) y &cido
malonico (3) (Luck, 1976; Figura 2.2.).

O COOH
Ay ooy — YT
N H COOH COOH
2 3 4

COOH co,

4 1

Figura 2.2. Sintesis del acido sérbico por condensacion de crotonaldehido (2) y
acido malénico (3)

Las propiedades antimicrobianas del acido sorbico fueron descubiertas por Miiller y
Gooding en 1939 y 1940, respectivamente (Sofos et al., 1981). Este hecho permitio el
empleo del acido sorbico y de los sorbatos como inhibidores de levaduras, mohos y
bacterias en una gran variedad de productos. Pero su utilizacion como conservantes
alimenticios no comenzo hasta 1950.

En 1974 Tompkin y colaboradores (Tompkin et al., 1974) emplearon sorbato
potasico en algunos alimentos como salchichas; observaron que la adicion de un 0,1% del
mismo retrasa el crecimiento de Salmonella spp. y Staphylococcus aureus, asi como el
crecimiento y generacion de toxinas por Clostridium botulinum.

A partir de esa fecha se empezé a utilizar el acido sérbico y los sorbatos como
agentes antibotulinicos y conservantes en diferentes tipos de carnes y productos carnicos.
Se hicieron ensayos con estos compuestos en combinacién con nitrito sédico para
conservar carnes curadas e inhibir la formacion de especies potencialmente cancerigenas
(como las nitrosaminas) (Nacional Academy of Sciences, 1981; Robach y Sofos, 1982).

El &cido sorbico desempefia actualmente un papel importante en la conservacion
de alimentos frescos con alto grado de humedad. Actla como agente antimicotico muy

efectivo en este tipo de productos (Erickson, 1982).
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El &cido sorbico en forma cristalina es estable, no habiéndose observado cambios
en su coeficiente de absorcion molar (en disolucion) después de tres afios de
almacenamiento a temperatura ambiente y en presencia de aire (Melnick et al., 1953); pero
en disolucion acuosa y en los alimentos, es relativamente inestable (Doesburg et al., 1969;
Heintze, 1971; McCarthy y Eagles, 1976; Saxby et al., 1982; Vidyasagar y Arya, 1984)
observandose, en algunos casos, la aparicion de un color pardo. En esos medios el acido
sorbico puede sufrir descomposicion a través de mecanismos como oxidacion, interaccion

con otros conservantes o aditivos, o por accion microbiana.
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2.2. Estabilidad del acido sorbico en disolucion acuosa

2.2.1. Degradacion en medio acuoso

El acido sorbico es relativamente inestable en disolucién acuosa y se degrada
siguiendo una cinética de orden uno (Arya, 1980; Seow y Cheah, 1985). Debido a la
presencia en su molécula de dos insaturaciones, se oxida para dar lugar a compuestos
carbonilicos como malonaldehido o crotonaldehido (Arya, 1980; Arya y Thakur, 1988). Los
agentes oxidantes reaccionan con la molécula para formar peroxidos que se degradan vy,
finalmente, polimerizan.

La degradacion del acido sorbico en disoluciones de &cido sulfarico diluido y
dioxido de azufre da lugar a productos volatiles como a-angélicalactona ¢ 2-metil-5-
acetilfurano (Saxby et al., 1982). La reaccion entre el oxigeno molecular y el acido sérbico
solamente tiene lugar, de manera significativa, cuando éste esta en disolucién acuosa (Arya,
1980); la luz favorece su descomposicion (Saxby et al., 1982; Arya, 1980). Algunos autores
(Heintze, 1973) han observado que la autooxidacion del acido sorbico es despreciable tras
48 horas de aireacion intensiva, en presencia de acido acetico.

En sistemas que contienen azucares y/o glicerol, la reaccion de descomposicion
del &cido sorbico es analoga a la observada en disolucion acuosa, siguiendo también una
cinética de orden uno (Seow y Cheah, 1985; Thakur y Arya, 1991; Gerschenson et al.,
1986).

2.2.2. Degradacion en los alimentos

En los alimentos el acido sorbico se degrada de la misma forma que en disolucion
acuosa (Pekkarinen, 1969; Gerschenson et al., 1986; Vidyasagar y Arya, 1983; Bolin et al.,
1980; Thakur et al., 1992) aunque, de forma general, esta degradacién transcurre en menor
proporcion que en esta ultima (Sofos, 1989). En zumos de fruta pasteurizada el acido
sorbico se degrada menos de un 3% al cabo de 320 dias de almacenamiento a 20 °C,
mientras que en disolucion acuosa se descompone un 25 y un 75% en las mismas
condiciones despues de 3 y 5 meses de almacenamiento, respectivamente (Heintze, 1971).
El &cido sorbico empleado en carnes curadas almacenadas en un lugar fresco se
descompone solamente un 10% al cabo de 50 dias de almacenaje (Maekawa ¢t al., 1984). En
el caso del beicon y de productos de pavo procesados, el acido sorbico se degrada en
pequefia cuantia durante el almacenamiento de aquellos en lugar fresco (Robach et al.,
1980a; Robach et al., 1980b). Sin embargo, en las lonchas de jamon curado, el sorbato se

degrada un 50% al cabo de 30 o 60 dias de almacenamiento a 22 °C, con una humedad
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relativa del 70% (Baldock et al., 1979), mientras que en el caso del pescado ahumado en las
mismas condiciones de temperatura y humedad el acido sérbico se degrada en menor
proporcion (Boyd y Tarr, 1955). Las diferencias observadas en su degradacién muestran la
importancia de la composicion de los alimentos en su estabilidad.

Bolin y colaboradores (Bolin et al., 1980) observaron una pérdida rapida de acido
sorbico en ciruelas pasas durante los dos primeros dias de almacenamiento, degradandose
posteriormente de forma gradual. Como la cinética de descomposicion del &cido sorbico
no seguia una cinética de orden uno, atribuyeron este comportamiento a causas quimicas y
no microbiologicas. Sin embargo, la cinética de descomposicion del &cido sorbico en
melocotones almacenados seguia una cinética de orden uno con una constante de velocidad
y una energia de activacion similares a las obtenidas para la reaccion de descomposicion en
disoluciones de glucosa en las mismas condiciones de pH (Gerschenson et al., 1986).

La degradacion del é&cido sérbico, tanto en disolucion acuosa como en los
alimentos se ve influida por numerosos factores como pH, composicion del alimento,
presencia 0 ausencia de otros aditivos, actividad del agua, caracteristicas del embalaje,
temperatura de almacenamiento, etc. A continuacion se resefian los efectos de estos

factores en esa degradacion.

2.2.3. Factores que afectan a la estabilidad del acido sérbico
2.2.3.1. Influencia del pH
La estabilidad del &cido sorbico en disolucion acuosa o en los alimentos se ve
fuertemente influida por el pH del medio. Se ha encontrado que su degradacion auto-
oxidativa en disolucion acuosa disminuye al aumentar el pH, siendo la molécula en su
forma no disociada méas susceptible de oxidacion que la especie disociada (Arya, 1980). La
Tabla 2.1. muestra el efecto del pH sobre la degradacion del &cido sorbico en disolucion

acuosa a 37 °C.
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Tabla 2.1. Efecto del pH en la velocidad de
degradacidn del &cido sorbico en disolucidn
acuosa; T=237,0°C.a

102k
pH (diat)
25 6,48 0,19
33 5,30 + 0,17
35 1,58 + 0,07
40 0,38 + 0,04
45 0,24 % 0,04
5,0 0,19 + 0,02
7,0 0,07 + 0,02

*Ref. Arya, 1980

Algunos acidos, como clorhidrico, acético, tricloroacético, trifluoroacético y
sulfurico catalizan la degradacion del acido sérbico (Vidyasagar y Arya, 1983; Pekkarinen y
Rissanen, 1966; Dulog y Tsobanidis, 1981). La catélisis puede deberse a la reaccion entre el
grupo hidropropoxi terminal del acido sorbico con el acido para formar peroxiésteres que
se descomponen para generar radicales (Pekkarinen y Rissanen, 1966). Vidyasagar et al.
(Vidyasagar y Arya, 1983) estudiaron el efecto de acidos presentes habitualmente en los
alimentos. Encontraron que, excepto los acidos citrico y maleico, los demas presentan
efecto catalitico. Se observo que, a elevadas temperaturas, la estabilidad del acido sorbico
aumentaba con el pH. Sin embargo, el efecto de un éacido especifico parece ser mas

importante en la descomposicion del acido sorbico que el efecto genérico del pH.

2.2.3.2. Efecto de los iones metalicos

Generalmente, los iones metélicos aceleran la velocidad de las reacciones
autooxidativas. En el caso del &cido sorbico, el efecto de los iones metalicos depende de su
concentracion. Concentraciones bajas de iones metalicos aumentan la velocidad de
descomposicion, mientras que concentraciones altas la retardan (Pekkarinen y Porkka,
1967; Pekkarinen, 1968; Maekawa ¢t al., 1984).

La autooxidacion de &cidos grasos poliinsaturados conjugados transcurre con
formacion de birradicales (Allen y Kummerow, 1951). Los iones metélicos tienden a
formar complejos con peroxirradicales. Este hecho puede explicar la disminucion en la

velocidad de autooxidacion del acido sérbico en presencia de concentraciones altas de
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iones metalicos. Sin embargo, la descomposicion del acido sorbico ocurre por ruptura del
doble enlace cuando se trabaja con concentraciones bajas de iones metalicos o a través de
la descomposicion de perdxidos, generando en ambos casos radicales libres.

2.2.3.3. Efecto de las sales

Sales como cloruro sédico y potasico, fosfatos de sodio, etc. se utilizan solas
0 en combinacion con otros conservantes alimentarios (como el acido sorbico) para
prolongar la vida media de los alimentos (Thakur et al., 1994). Se ha observado que los
cloruros sodico y potasico aumentan la estabilidad del acido sorbico en disolucién acuosa,
mientras que los cloruros de litio y amonio favorecen su descomposicién. El efecto
protector del cloruro de sodio o de potasio aumenta al hacerlo la concentracion de los
mismos de un 0,1% a un 2% (Arya, 1980). Los sulfatos de sodio, potasio y amonio
muestran un fuerte efecto oxidante en la degradacién del acido sorbico en disolucion
acuosa (Arya, 1980). EIl efecto de los iones fosfato es mas complejo. La adicion de
hidrogenofosfato sddico aumenta el pH del sistema, ejerciendo un efecto estabilizador
sobre el acido sorbico. Pero cuando se ajusta de nuevo el pH a 3,3 (pH del acido sorbico
en disolucion acuosa) los iones fosfato muestran un fuerte efecto oxidante (Arya, 1980).

Los bisulfitos y el dioxido de azufre aceleran la degradacion del &cido sérbico;
también pueden reaccionar para formar productos de adicion 1.1 (Heintze, 1976). En el
vino, el &cido sérbico puede reaccionar con dioxido de azufre para formar compuestos

mutagenos durante su almacenaje (Lafont y Lafont, 1979).

2.2.3.4. Influencia de los aminoé&cidos y de las proteinas

Tanto los aminoacidos como las proteinas -especialmente los primeros- que
contienen grupos sulfhidrilos libres, interaccionan con el &cido sérbico modificando su
estabilidad. Excepto la arginina e histidina, que presentan un efecto estabilizador, el resto
de aminoécidos favorecen la degradacion del acido sorbico. El efecto estabilizador de estos
dos aminodcidos se puede atribuir al aumento de pH (de pH 3,3 a 4,9) que tiene lugar en la
mezcla de reaccion cuando se afiaden estos aminoacidos (Arya, 1980; Aryay Thakur, 1991).

Se ha observado que la incorporacion de proteinas como BSA (albumina de
suero bovino), caseinato sodico o gluten reducen la velocidad de descomposicion del acido
sorbico (Aryay Thakur, 1991).
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2.2.3.5. Otros factores que influyen en la estabilidad del &cido sorbico

El acido ascérbico inhibe la reaccién de descomposicion del &cido sérbico en
conservas de frutas (Czukor, 1976). Como la degradacion del acido ascorbico transcurre
rapidamente en presencia de sorbatos (Kagami, 1967; Li et al., 1989) éste podria competir
con el sérbico por el oxigeno, retardando la autooxidacion del dltimo.

La estabilidad del acido sorbico se ve influida por la temperatura. Un
aumento de temperatura disminuye la estabilidad en disolucion acuosa (Arya, 1980). El
mismo efecto se observa en sistemas que contienen azucares y sales (Gerschenson, 1986;
Guerrero et al., 1990).
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2.3. Potencial genotdxico del &cido sérbico y sus sales

Por sus efectos inhibidores sobre levaduras, mohos y bacterias (Lick, 1976) el
acido sorbico y los sorbatos se utilizan de forma generalizada como conservantes
alimentarios. Algunos estudios toxicoldgicos de estas especies -mediante tests de toxicidad
cronica y aguda y estudios de carcinogenia (Gaunt et al., 1975; Hendy et al., 1976),
teratogenia (FDA, 2005) y mutagenia- han mostrado que los sorbatos son inocuos como
conservantes de alimentos (Lick, 1980). Sin embargo, hay resultados contradictorios
respecto al potencial genotdxico del acido sérbico y los sorbatos.

No se ha encontrado evidencia de efectos mutagenos del acido sorbico o su sal
potésica sobre la Salmonella typhimurium en presencia o ausencia de activacion metabolica
(d’Aquino y Santini, 1977; Ishidate et al., 1984; Kawachi et al., 1980; LBI, 1974; Morita et al.,
1981; Minzner, 1990). El sorbato sodico muestra una débil mutagenia en el test de Ames
en ausencia de activacion metabodlica (Hasegawa, 1984). En diversos estudios realizados
con el ensayo rec utilizando Bacillus subtilis no se ha observado actividad (Kada, 1974,
Hayatsu, 1975; Khoudokormoff, 1978; Namiki et al., 1980; Morita et al., 1981).

Los resultados del test de mutagenia para evaluar la resistencia de tioguanina en
células de ovario de Hamster Chino o fibroblastos de hamster V79 con disoluciones de
acido soérbico, sorbato potésico y sorbato sodico (Hasegawa, 1984; Miinzner et al., 1990)
revelan que disoluciones de é&cido sorbico, sorbato potasico y disoluciones recién
preparadas de sorbato sddico no son mutagenas. Sin embargo, el sorbato sodico de pureza
desconocida presentaba mutagenia en concentraciones de 200-800 xg/ml (Hasegawa,
1984).

Respecto a los estudios realizados para evaluar posibles dafios cromosomicos, no se
ha detectado dafio cromosomico en células de la médula espinal de ratones tratados con
acido sérbico durante treinta dias (15 mg de acido sorbico por kilogramo de peso corporal;
Banerjee y Giri, 1986). En un estudio similar en ratas se observo que el sorbato potésico no
causa dafio en el ADN (Kawachi et al., 1980). Segln el test de intercambio cromatida
hermana, el &cido sorbico y el sorbato potasico no son genotoxicos (Hasegawa et al., 1984).
Sin embargo, Mukherjee y colaboradores (Mukherjee et al., 1988) detectaron induccion in
vivo de intercambio de cromatida hermana y formacion de micronucleos después de un
tratamiento agudo intraperitoneal (ip) de ratones con acido sorbico (dosis mas elevada: 150
mg por kilogramo de peso corporal). El sorbato soédico, en concentraciones de 600 y 800
ug/ml; causa induccion significativa de aberraciones cromosomicas e intercambio

cromatida hermana (SCEs) en células V79 (Hasegawa et al., 1984). Sin embargo no se ha
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observado incremento significativo en la velocidad de intercambio cromatida hermana al
emplear disoluciones puras de sorbato sodico y potasico de concentracion 500 y 1000
ug/ml (Mlnzner et al., 1990).

Con los estudios realizados in vivo con test de micronucleos y analisis cromosémico
(Minzner et al, 1990) no se observO mutagenia en ratones o hamsteres tras una
administracion oral o intraperitoneal de disoluciones recién preparadas de sorbato sodico y
sorbato potasico (200 mg por kilogramo de peso corporal). Estudios con disoluciones de
sorbato sodico almacenadas durante algin tiempo (100 mg por kilogramo de peso
corporal) revelaron una débil actividad clastogena, evidenciada por el incremento del
namero de aberraciones cromosomicas y micronucleos (Minzner et al., 1990).

Jung y colaboradores (Jung et al., 1992) estudiaron el potencial genotoxico
provocado por dosis elevadas de acido sorbico y su sal potasica mediante el test de
intercambio de cromatida hermana y micronucleos. De los resultados obtenidos se
concluye que tanto el &cido sérbico como el sorbato potésico no son genotoxicos. Dosis
orales extremadamente elevadas de acido sorbico (superiores a 5000 mg por kilogramo de
peso corporal) no causan dafio genético. La administracion de dosis no fisiolégicas de
sorbato potasico por via intraperitoneal no provoca efectos genotdxicos.

En otros trabajos se han descrito efectos positivos para sorbato sodico de pureza
desconocida. Debido a la estabilidad tan limitada del sorbato sddico (por €j., la oxidacion
del sorbato sodico da lugar a la formacion del mutigeno 4,5-oxohexenoato), estos
resultados no parecen ser concluyentes para evaluar el potencial genotéxico de un aditivo
alimenticio.

Como resultado de estudios in vivo e in vitro con las disoluciones de acido sérbico y
sus sales sodica y potasica (Jung et al., 1992) se puede concluir que las aberraciones
cromosémicas se atribuyen a muestras de pureza desconocida. Disoluciones recién
preparadas de sorbato sddico y potasico no son mutagenas segun el test de microndcleos in
vitro y no producen transformaciones celulares en células embrionarias de hamsteres Syrian

con dosis superiores a 1,2 mg/ml.
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2.4. Reactividad quimica del acido sérbico

El &cido sérbico, forma trans, trans del acido 2,4-hexadienoico, (Figura 2.3.) tiene un
sistema de dobles enlaces conjugados susceptible de ataque de nucleéfilos como tioles
(Khandelwal y Wedzicha, 1990a; Wedzicha y Brook, 1989), aminas (Kheddis et al., 1981;
Leraux y Vauthier, 1970; Verbiscar y Campbell, 1964) y nitritos (Khandelwal y Wedzicha,
1990b; Kito et al., 1978).

HCs 4 H
C=C.3 2 H
H LC=C.10

Ho ¢
OH

Figura 2.3. Estructura del &cido trans, trans-2,4-hexadienoico o &cido sérbico

La Tabla 2.2. recoge las sefiales de *"H-RMN y *C-RMN de los dtomos de carbono
del dieno de la molécula (Leraux y Vauthier, 1970; Reger y Habib, 1980). Debido a la baja
densidad electronica que presenta el carbono 3, el ataque nucledfilo deberia estar
favorecido en esta posicion.

Tabla 2.2. Sefales de tH-RMN y 13C-RMN de los 4&tomos de carbono del dieno de
la molécula de &cido sorbico.

Atomo de carbono 2 3 4 5
IH-RMN ¢, ppm 5,81 7,41 6,25 6,25
13C-RMN 6, ppm 118,1 147,2 129,6 140,6

El ejemplo mas simple de adicién nucledfila en dienos es la reaccion del butadieno
con especies del tipo H'Nu donde Nu representa a un nucledfilo. Esta reaccion transcurre
con protonacion inicial de dieno en el carbono 1 seguida del ataque nucleéfilo dando lugar
al producto de adicion 1,2 (6) o 1,4 (7) segun se refleja en el Esquema 2.1. (Khandelwal y
Wedzicha, 1990a).

La protonacion en el carbono C, es preferible, puesto que la protonacion en C, da
lugar a carbocationes secundarios estabilizados por la deslocalizacion de la carga positiva
(Sykes, 1965). El producto final depende de las velocidades relativas de reaccion del
nucleofilo con los posibles carbocationes 5a y 5b (Khandelwal y Wedzicha, 1990a).
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H H
o Nu- HaC.., .Cs
H3C\|C/C\CH2 3 C|H \CHZ
H Adicién 1,2 Nu
5a 6
H NU H
u
HyCo ..Cos ON
37°C7TCH, A5CcCocn,
H Adicion 1,4 B Nu
5b 7

Esquema 2.1. Reaccidn de adicion nucle6fila sobre la molécula de butadieno

En el caso del acido crotonico, que es «,p-insaturado, puede reaccionar con

nucleofilos débiles del tipo H*Nu™ mediante la adicion 1,4 (Esquema 2.2.)

H O H OH
t & H! E b
HCT7C7OH T HCTTCTTOH
H H
9a
N OH i OH
C PAVAN - N7
H,C’ ‘Cll/C OH Nu H,C v c C-oH
H H
10 9b

N oH
LH_  C.
H,C C|H ~O
H

1

Esquema 2.2. Reaccion de adicion de nucleofilos débiles sobre la molécula de &cido croténico

Los nucledfilos fuertes, como aminas o tioles, conducen a productos de adicion 1,4,

sin que sea necesaria la protonacion inicial; la adicién de H* tiene lugar en la Ultima etapa
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del mecanismo. Al aplicar este argumento a la molécula de acido sorbico, podria decirse
que un nucledfilo fuerte atacaria a la molécula en las posiciones 3 ¢ 5, como muestra el
Esquema 2.3. (Khandelwal y Wedzicha, 1990a).

4 2 4 2
R S e el
C O ( &
Nu Nu
la 1b

Esquema 2.3. Reaccion de adicidn de nucleofilos fuertes sobre la molécula de écido sérbico

La mayor deslocalizacion de la carga en la especie resultante del ataque nucledfilo
en la posicion 5 de la molécula (1b) sugiere que esta posicion deberia ser mas favorable
para el ataque nucleofilo, a pesar de la baja densidad electronica que presenta el carbono 3.

La reaccion finalizaria con la protonacion en las posiciones 2 y 4 (Esquema 2.4.).

MOH L MOH
Nu O Nu O
12a 12b

Esquema 2.4. Estructuras resultantes de la adicion de nucledfilos sobre la molécula
de acido sorbico

Es probable que el producto resultante de la adicion de nucleofilos sobre el acido
sorbico dependa de la estabilidad relativa de las especies 12a y 12b y de su velocidad de
reaccion relativa respecto a H* (Khandelwal y Wedzicha, 1990a).

Como se ha podido observar, los productos resultantes de la adicion de nucle6filos
sobre dienos tienen lugar por adicion 1,2 6 1,4. En el caso del butadieno, la tendencia de
los nucleofilos para dar lugar a adicion sobre el dieno puede depender tambien de la
polaridad del disolvente. Por ejemplo, la adicibn 1,2 sobre el butadieno ocurre
preferentemente a temperaturas bajas en disolventes no polares (Sykes, 1965). La adicion
1,2 sobre el dieno del acido sérbico permite que dicha molécula pueda adicionar una
segunda molécula de nucledfilo para formar un diaducto (15) como muestra el Esquema
2.5.
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H+
OH
R R A
Nu SNy O Nu Nu Q
13 14
OH
Nu Nu O
15

Esquema 2.5. Formacion de un diaducto sobre la molécula de &cido sorbico

Los alimentos contienen numerosos nucleéfilos, como aminas o tioles, asi como el
ion sulfito que se encuentra como dioxido de azufre y cuya reactividad como nucledfilo es
conocida (Wedzicha, 1984). Dado el prodigo empleo del acido sorbico como conservante
alimentario, es interesante conocer la naturaleza de los productos resultantes de su
interaccion con los nucledfilos presentes en los alimentos. A continuacion se muestran
algunas de las reacciones mas importantes que tienen lugar entre el acido sérbico y especies

como los iones sulfito, las aminas y los tioles.
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2.5. Reaccion entre el &cido sérbico y las aminas

2.5.1. Mecanismo de reaccion

La reactividad del &cido sérbico con aminas en alimentos ha sido poco estudiada.
Algunos autores (Ferrand et al., 1998) han estudiado la interaccion entre el acido sérbico y
los grupos funcionales R-NH, presentes de forma natural en los alimentos. En condiciones
de reaccion drésticas (autoclave a 200 °C durante 6 horas) se han identificado
dihidropiridonas (Esquema 2.6.) como productos de reaccion entre acido sorbico y aminas
primarias (Kheddis et al., 1981; Verbiscar y Campbell, 1964; Khandelwal y Wedzicha,
1990b).

H
|

0 RNH, RNH O RNH,  R-N—R

3
i 2 OH "o NHR
1 16 17
-H,0
Ciclacion
o NHR o o NHR
19b 19a 18

Esquema 2.6. Adicion nucleofila de aminas sobre la molécula de acido sorbico para dar lugar a
productos ciclicos

Ferrand y colaboradores (Ferrand et al., 2000b) estudiaron la reaccion entre acido
sOrbico y aminas en condiciones de reaccion mas suaves, semejantes a las que se dan en los
alimentos. El sistema de reaccion estudiado estaba constituido por acido sorbico y una
amina primaria como la metilamina, disuelta en agua a 50 °C.

Los resultados (Ferrand et al., 2000b) (Esquema 2.6.) muestran que la formacion
de los productos con estructura ciclica 19a y 19b tiene lugar como resultado de la doble
adicion de la amina sobre la molécula de acido sorbico para dar lugar a la especie 17. La
estructura 18 es el producto de la ciclacién de 17 con eliminacion de una molécula de agua.
Los productos finales 19a y 19b se obtienen a partir de 18 que pierde una molécula de
amina. A pesar de su interés, la formacion de los diaductos intermedios 17 y 18 para dar
lugar a las especies 19a y 19b no se ha podido demostrar en este trabajo.

Khandelwal y colaboradores (Khandelwal y Wedzicha, 1990b) estudiaron la
formacion de productos del tipo 22a y 22b (Esquema 2.7.). Los productos mayoritarios de
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la reaccion entre el éster del acido sérbico y un nucledfilo, Nu’, como la metilamina, se
generan como consecuencia del ataque del nucledfilo en la posicién 5 del éster, seguido de
la adicion de un proton en la posicién 2 mientras que los minoritarios se forman con la

protonacion en la posicion 4 (Esquema 2.7.).

Nu O
- adicion 4 /i\%A\VJkOR
Nu Nu o; H
o P SD
5\\/\\4 OR — NF OR 22a
Nu O
20 21 )
adicion 2 )\/\H‘\OR
H
22b

Esquema 2.7. Adicién nucledfila de aminas sobre ésteres del acido sérbico

Los productos ciclicos que muestra el Esquema 2.6. resultan de la adicion de una
segunda molécula de amina al compuesto lineal conjugado 16. La posicion del doble enlace
en los compuestos 22b, mayoritario, y 22a, minoritario, es diferente. Al calentar los
compuestos 22a y 22b a 50 °C en presencia de amina, sélo el compuesto 22a -que seria
equivalente al compuesto 16 del Esquema 2.6.- conduce a la formacion de las piridonas 19a
y 19b; por tanto, es la especie 22a la que presenta el doble enlace conjugado. Khandelwal y
Wedzicha (Khandelwal y Wedzicha, 1990b) observaron que los aductos que se formaban
entre el acido sérbico y los tioles eran inestables, mientras que las formas observadas con
los ésteres correspondientes no se podian considerar despreciables. La obtencion de
estructuras ciclicas a temperaturas elevadas se debe, estrictamente, a la formacion del
aducto 16 y a los diaductos 17 y 18. Puesto que las estructuras ciclicas aparecen a 50 °C, los
aductos lineales intermedios de reaccion, deben formarse también, bien a partir del acido
sorbico o del etil éster correspondiente. La inestabilidad de estos aductos lineales podria
provocar la desaparicion de los mismos para dar lugar a los reactivos de partida a
temperaturas méas bajas (20 °C) o su evolucion hacia las estructuras ciclicas 19a y 19b a

temperaturas superiores.
2.5.2. Genotoxicidad y mutagenia de los productos de reaccion

A 50 y 80 °C, tanto el acido sorbico como el sorbato potésico reaccionan con

aminas como metilamina, etilamina, propilamina, butilamina o benzilamina, para dar lugar a
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dos isomeros ciclicos, enantiomeros, para cada tipo de amina empleada (Ferrand et al.,
2000a; 2000c). La Tabla 2.3. muestra las estructuras quimicas y la pureza de los productos
resultantes de la reaccion entre el acido sérbico y el sorbato potésico con diferentes aminas
(Ferrand et al., 1998). Estos compuestos resultan de la doble adicion de aminas sobre la
estructura de dobles enlaces de los sorbatos, seguida de deshidratacion y pérdida de una
molécula de amina (Esquema 2.6.).

Ferrand y colaboradores (Ferrand et al., 2000a; 2000b; 2000c) estudiaron la
genotoxicidad de los productos de reaccién con células HelLa y plasmidos de ADN vy la
mutagenia de los mismos con el test de Ames. Se manejaron cepas de Salmonella typhimurium
TA98, TA100, TA102, TA1535y TA1537.

Los productos resultantes de la reaccion entre é&cido sorbico y butilamina
presentan un resultado ligeramente positivo con cepas TA98 en ausencia del sistema de
activacion S9 y en dosis pequefias. Para dosis mas elevadas, los valores de los revertientes
son siempre inferiores al doble de los valores de los revertientes espontaneos. Estas
observaciones no se han encontrado con el test de Ames con preincubacion. Se admite que
estos productos no son mutégenos. Estudios similares se han llevado a cabo con los
productos resultantes de la reaccion entre el acido sérbico y bencilamina con cepas TA98 y
sistema de activacion S9. Respecto a los productos de reaccion obtenidos al interaccionar el
acido sérbico con otras aminas, el valor de los revertientes de His™ inducido por las
muestras de dichos productos es similar al de los revertientes espontaneos. Los resultados
obtenidos sin y con incubacién son idénticos. Se desprende asi que los productos de
reaccion estudiados no son mutagenos, con o sin la presencia del sistema de activacion S9,
con las cepas TA98, TA100, TA102, TA1535 y TA1537. Ademas, como el valor de los
revertientes de His™ para dichos compuestos, no ha alcanzado el doble del valor de los
revertientes espontaneos, ninguno de los compuestos analizados puede considerarse
mutageno (Chu et al., 1981) a diferencia de los resultados obtenidos para los compuestos
resultantes de la interaccion entre el acido sorbico y los nitratos o los sulfatos.

Los estudios realizados sobre los productos de interaccion entre el acido sorbico
y diversas aminas han permitido concluir que no presentan efectos citotoxicos, genotoxicos
0 mutagenos y no inducen ninguna reaccion al sistema de reparacion SOS (Ferrand et al.,
2000c).
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Tabla 2.3. Estructuras de los productos ciclicos resultantes de la reaccion entre el acido sérbico y

diversas aminas a 50 y 80 °C.

Reactivos

@)

/\/\)J\OH

Acido sérbico

CH3NH,

Metilamina

50°C

CHiCH,NH,  50°C

Etilamina

CH3CH,CH,NH,  50°C

Propilamina

CH4CH,CH,CH,NH, 50 °C

Butilamina

QCHzNHz 80 °C

Bencilamina

Productos de reaccion Pureza
Mayoritario Minoritario
CHj, CHj,
R\N | R ‘N
F
0] 0]
R= CH3
N-metil-6-metil-3,6- N-metil-6-metil-5,6- 97,1 %
dihidro-2-piridona dihidro-2-piridona
72,0 % 25,1 %
R= CH2CH3
N-etil-6-metil-3,6- N-etil-6-metil-5,6- 97.4 %
dihidro-2-piridona dihidro-2-piridona
752 % 222 %
R= CH2CH2CH3
N-propil-6-metil-3,6- N-propil-6-metil-5,6- 96,8 %
dihidro-2-piridona dihidro-2-piridona
779 % 18,9 %
R= CH2CH2CH2CH3
N-butil-6-metil-3,6- N-butil-6-metil-5,6- 97,9 %
dihidro-2-piridona dihidro-2-piridona
67,1 % 30,8 %
=m0
98,2 %

N-bencil-6-metil-3,6-
dihidro-2-piridona

98,2 %
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2.6. Reaccion entre el &cido sorbico y los tioles

2.6.1. Generalidades

La idea de que las aminas son especies menos reactivas que los tioles frente a la
molécula de &cido sorbico es consistente con el hecho de que la nucleofilia es mayor en
éstos (Davis, 1968). El idn tiolato es el nucledfilo mas efectivo presente de forma natural
en los alimentos (Wedzicha y Brook, 1989).

El &cido sorbico reacciona lentamente con tioles en disolucion acuosa a 80 °C y
pH comprendido entre 3,7 y 5,7 (Wedzicha y Brook, 1989). El estudio cinético de la
reaccion entre el acido sérbico y mercaptoetanol, acido mercaptoacetico y cisteina muestra
que la reaccién es de orden dos (Wedzicha y Zeb, 1990). El producto resultante de dicha
reaccion podria deberse a la adicion sobre el C5 de la molécula de acido sorbico, con el
doble enlace en la posicion 3 de la molécula. Sin embargo no se ha llevado a cabo un
estudio sistematico de la estructura de los productos resultantes de la reaccion entre el
acido sorbico y el tiol (Wedzicha y Brook, 1989). La razon principal de la escasa
informacion que se tiene acerca de la estructura de los productos resultantes se debe a la
dificultad en el aislamiento de los mismos, puesto que el acido sorbico se descompone en
medio débilmente &cido o en condiciones alcalinas. Algunos autores (Khandelwal y
Wedzicha, 1990) sintetizaron los ésteres de metilo y etilo de los aductos formados mediante
la adicién nucleofilica de iones tiolato al éster del &cido sérbico. La adicidn se llevaba a
cabo en el alcohol correspondiente en presencia de alcoxido sodico o trietilamina como
catalizador. Los productos se purificaban facilmente por destilacion. El objetivo final era la
preparacion de muestras puras para el analisis estructural.

El sorbato de etilo y el hidrocloruro del éster de etilo de cisteina se colocan en un
medio de etanol seco y se afiade etoxido sodico. Después de 48 horas de agitacion continua
a temperatura ambiente, se genera la especie 23 (Figura 2.4.) que se aisla con buen
rendimiento. Del mismo modo, el sorbato de metilo reacciona con hidrocloruro del éster
de etilo de cisteina en diclorometano en presencia de trietilamina. Si, por otra parte, el acido
sorbico reacciona con cisteina en medio acuoso y se esterifica el producto, éste es idéntico

al formado a partir de ésteres del acido sorbico y cisteina (Khandelwal y Wedzicha, 1990).
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(0]

Eto)‘\ﬂs 0 SR SR O
~ OEt OR

23 24

Figura 2.4. Aductos resultantes de la reaccion entre ésteres del acido sérbico y compuestos que
contienen azufre

El acido sorbico reacciona en las mismas condiciones con las especies 2-
mercaptoacetato de etilo, mercaptoetanol y mercaptoacetato de metilo, generando
monoaductos de estructura similar a la de 23 con el correspondiente tiol en posicion 5. Sin
embargo, cuando se emplean tioles de alquilo como etanotiol, 2-metil-2-propanotiol o
butanotiol que reaccionan con ésteres del &cido sorbico, se obtienen solamente diaductos
con estructuras del tipo 24 (Figura 2.4.).

Se puede concluir que el ataque nucledfilo de tioles de alquilo conduce a la
formacion de diaductos, mientras que la reaccién con mercaptoetanol, ésteres del acido 2-

mercaptoacético e hidrocloruro del éster de etilo de cisteina da lugar a monoaductos.

2.6.2. Mecanismo de reaccion del acido sérbico y sus ésteres con los tioles
El Esquema 2.8. muestra el mecanismo de reaccion propuesto para el ataque del

ion tiolato sobre el éster de acido sorbico (Khandelwal y Wedzicha, 1990).

NN — W
A OR H+‘)/ H+) ©
25 26
SR' o SR’ o
AsHor - A oo
H™ H OR H< H~H

B B
28 27

Esquema 2.8. Mecanismo de adicion del anion tiolato al éster del &cido sérbico y posible
reordenamiento del producto 3-eno (27) al 2-eno (28). En el estado de transicion (26)
se muestran las dos posibilidades de protonacion, en la posicion 2 o en la 4

El intermedio anionico se combina con protones para formar la especie 27 ¢ 28.

Para que se forme un diaducto es necesaria la formacion de la especie 28. Se plantea, por lo
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tanto, si la presencia de una base fuerte como el alcoxido sodico podria convertir la especie
27 en 28. Para explicar esta isomerizacion se ha propuesto un mecanismo de catalisis acido-
base (Esquema 2.8.). La naturaleza conjugada del éster «,p-insaturado podria favorecer la
conversion. Los resultados obtenidos por estos autores muestran que la especie 3-
hexenoato de metilo es completamente inerte frente a tioles en las mismas condiciones que
las empleadas en la sintesis y, a menos que el sustituyente en posicion 5 participe en la
reaccion, la isomerizacion del 3-eno a 2-eno parece improbable. Cuando la especie 2-
hexenoato de metilo se trata con metoxido sédico en presencia del tiol se forma el
producto 29 representado en la Figura 2.5. mientras que, en ausencia de nucledfilos, la

especie 30 es la que se produce.

SR O OMe O
/\/l\/U\OMe /\/l\/U\OMe
29 30

Figura 2.5. Productos resultantes de la reaccion de la especie 2-hexenoato de metilo con met6xido
sodico en presencia y en ausencia de tiol

Una explicacién del mecanismo propuesto seria que la formacion del derivado 3-
hexenoato estuviese favorecida termodinamicamente, mientras que la del derivado 2-
hexenoato lo estuviera cinéticamente. Por tanto, en el caso de nucledfilos muy reactivos
como el alquiltiol, seria posible la formacion de un diaducto, mientras que en presencia de
nucleofilos menos reactivos predominaria la isomerizacion irreversible para generar
finalmente el producto més estable.

La principal diferencia entre nucleéfilos que dan lugar a monoaductos y los que
forman diaductos es la presencia de oxigeno en su estructura. Es dificil distinguir si la causa
que provoca repulsiones entre las cargas negativas y el estado de transicion aniénico
(Esquema 2.8.) es la electronegatividad del oxigeno o la presencia del par de electrones no

enlazantes del mismo.

2.6.3. Hidrdlisis de los productos de reaccion

Una aplicacion importante de los productos obtenidos por Khandelwal y
Wedzicha (Khandelwal y Wedzicha, 1990) es la preparacion de muestras para la evaluacion
toxicologica. Para llevar a cabo este proceso es necesario hidrolizar los ésteres. La hidrolisis
acida o basica de los monoaductos no se puede llevar a cabo correctamente, puesto que se

obtiene acido sérbico como producto de reaccion con alto rendimiento. Estos autores
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estudiaron la posibilidad de emplear enzimas como la esterasa en condiciones neutras para
evitar la ruptura de los aductos 1:1. Por otra parte, los productos de reaccion entre el
alquiltiol y el &cido sorbico se obtenian cuando los diaductos se hidrolizaban en

condiciones normales para la hidrolisis de ésteres.
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2.7. Reaccion entre el &cido sérbico y el i6n sulfito

El diéxido de azufre en sus diferentes formas se afiade a los alimentos para inhibir y
controlar el crecimiento de microorganismos, para inhibir reacciones catalizadas
enzimaticamente o el pardeo (browning) no enzimatico y como agente antioxidante y
reductor. Se utiliza mucho para conservar alimentos de todo tipo como frutas y verduras,
zumos de frutas, mermeladas, conservas, salsas, productos carnicos, aves, productos de
panaderia y alimentos deshidratados. A pesar de su alta reactividad quimica, especialmente
la que presenta el i6n bisulfito como nucleéfilo, no se han observado apenas interacciones
con otras especies presentes en los alimentos. Las reacciones mas relevantes del didxido de
azufre en los alimentos tienen lugar con colorantes azoicos, con el acido ascérbico y sus
productos de descomposicion, con el ion nitrito o con el &cido sérbico (Adams, 1997).

La reaccion del dioxido de azufre con colorantes azoicos es importante debido a su
uso frecuente en zumos de fruta y, en menor extension, en mermeladas, conservas y otros
productos. La estabilidad de los colorantes azoicos en presencia del dioxido de azufre es
variable (Wedzicha, 1984; Kroyer, 1986). Los colorantes se pueden dividir en dos clases: los
que producen colorantes secundarios al reaccionar con el i6n bisulfito (la especie
predominante del dioxido de azufre en medio acido) como los colorantes Amaranth, Ponceau
4Ry Sunset Yellow (31) y los que experimentan una pérdida de color sin cambio en la
longitud de onda correspondiente al maximo de absorcidén, como la Carmoisine (33) y la
Tartrazine (Adams y Langley, 1995). El colorante posee grupos hidroxilo en posicién orto
respecto al enlace azo y la posicién para sin sustituir en la molécula de naftaleno. Por tanto,
los colorantes aparecen predominantemente como tautomeros de hidrazona en vez de
compuestos azo propiamente dichos. Este hecho facilita la adicion del i6n bisulfito a la
posicion para, como se puede observar en la conversion de Sunset Yellow para dar lugar a un
derivado 4-sulfonato de color amarillo limon (32) como muestra el Esquema 2.9. (Damant
et al., 1989).

HO
HSO5 H
HO4S N=N HO4S N-N
pH3 H SO3H
0 0
T ambiente
SO;H SO;H
31 32

Esquema 2.9. Reaccion del idn bisulfito con el colorante Sunset Yellow (31)
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La reaccion del bisulfito con los colorantes Carmoisine y Tartrazine no da lugar a
colorantes secundarios. En el caso del Carmoisine, el tautomero de hidrazona es viable; sin
embargo, la adicion del ion bisulfito en la posicion para parece no tener lugar. Este hecho
puede deberse a la deslocalizacion de la carga en el anillo aromatico del naftaleno. Algunos
autores apoyan la idea de la posible reaccion entre una molécula de colorante y una de
bisulfito para generar un complejo inestable que se hidroliza hasta a un compuesto hidrazo
incoloro (34) (Esquema 2.10.; Wedzicha y Rumbelow, 1981).

HSO4 OH
NaO,S Q N=N PH40-53  NaO,S Q N-N
| |
() O
803 a SOgNa
33 34

Esquema 2.10. Reaccidon del ién bisulfito con el colorante Carmoisine (33)

El diéxido de azufre inhibe la oxidacion del &cido ascorbico y se utiliza en zumos
de fruta y salchichas. En condiciones anaerdbicas se observa que la hidrolisis del anillo
lactonico de la molécula de &cido ascorbico podria estar catalizada por el i6n bisulfito
debido a su elevada nucleofilia (Davies y Wedzicha, 1992). La especie 34-
dideoxipentosulos-3-eno se forma lentamente como resultado de las reacciones de
decarboxilacion y deshidratacion. El ion bisulfito se adiciona rapidamente al doble enlace
de 3,4-dideoxipentosulos-3-eno para dar lugar al producto 3,4-dideoxi-4-sulfo pentosulosa
(Wedzicha, 1984). En condiciones aerdbicas, el idn bisulfito reacciona con la molécula de
acido ascorbico para dar lugar a un hidroxisulfonato del cido dehidroascérbico. Solamente
se conoce el monoaducto debido a la estructura rigida del anillo del acido dehidroascorbico
que impide la aproximacién de una segunda molécula de i6n bisulfito al grupo carbonilico
libre por impedimento estérico.

El dioxido de azufre raramente se usa en combinacién con el ion nitrito, debido a la
posterior reaccién con el ion bisulfito para dar lugar a sulfonatos de especies como
hidroxilamina o amonio (Wedzicha, 1984). Este tipo de reacciones podria destruir la
capacidad conservante de cada uno de los aditivos.

El &cido sorbico se usa ampliamente como sustituto del didéxido de azufre y en

algunas ocasiones se emplean conjuntamente.
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El i6n bisulfito también reacciona con el acido sorbico para dar lugar a un aducto
(35) (Esquema 2.11.; Khandelwal y Wedzicha, 1990a). El oxigeno interfiere en la reaccion
entre ambos conservantes. La oxidacion de sulfito generaria radicales libres como "OH y
‘O,” que oxidarian al &cido sorbico (Goddard y Wedzicha, 1992). En alimentos
conservados en condiciones aerébicas prevalecen las autooxidaciones. En medio neutro el

efecto de la luz parece no afectar a la pérdida de sulfito.

HSO;3™ (pH 3,5)
T ambiente SO5

AN COH —Lenta )\/\/COZH

PP —

1 35

Esquema 2.11. Reaccidn del idn bisulfito con el &cido sorbico

En medio &cido el ion bisulfito causa la degradacion del acido sérbico para formar
varios productos de descomposicidn entre los que se encuentran la a-angélicalactona y el 2-
metil-5-acetilfurano como productos minoritarios (Saxby et al., 1982). Los productos
mayoritarios no se pudieron identificar mediante espectrometria de masas-cromatografia de
gases. Sin embargo, la reaccion es catalizada por la luz y puede, facilmente, generar radicales
libres como el radical hidroxilo o el anion superoxido, capaces de oxidar a compuestos
organicos insaturados (Yang, 1984).
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2.8. Reaccion entre el &cido sérbico y el nitrito sodico

2.8.1. Importancia bioldgica y mecanismo de reaccion

El hecho de que el &cido sorbico coexista en diversos alimentos con el nitrito,
presente de forma natural o afiadido como conservante, hace que esta reaccion tenga gran
relevancia desde el punto de vista toxicolégico puesto que se han identificado como
productos de reaccion compuestos mutagenos del tipo C-nitro y C-nitroso y sus posibles
precursores (Kada, 1974; Namiki y Kada, 1975; Kito et al. 1978; Namiki et al., 1980, 1981;
Osawa et al., 1979).

En la industria carnica los sorbatos se manejan como inhibidores del crecimiento
de mohos en alimentos (Binstok et al., 1998). Los nitritos se utilizan en el proceso de
curado de carnes por su actividad antibotulinica y también por su efecto cromégeno.

La concentracion de sorbato potasico que se puede utilizar en los productos
carnicos en presencia de 20-80 ppm de nitrito sddico, es de 2000-2600 ppm. De esta forma
se reduce la concentracion de nitrito sédico y como consecuencia de ello la formacion de
N-nitrosaminas cancerigenas. En estas condiciones se mantiene el color de la carne y se
controla el crecimiento de Clostridium botulinum y la produccion de toxinas (Sofos, 1989). Sin
embargo, el uso de estas especies acarrea problemas toxicoldgicos, puesto que el acido
sorbico reacciona con nitrito para formar especies mutagenas.

Dada la estructura molecular del acido sorbico, es de interés averiguar si s capaz
de formar enlaces tipo C-nitro o C-nitroso, presentes en productos mutagenos
identificados en la reaccidén entre el acido sorbico y el nitrito. Osawa y colaboradores
(Osawa y Namiki, 1982) estudiaron la reaccion entre el nitrito y compuestos analogos al
acido sorbico (Figura 2.6.) e identificaron las especies mutagenas resultantes de la reaccion
entre el éster metilico del acido sérbico y el nitrito sddico.
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HyC H HC.  H
e=c!  H c=c_ H HC . M
H c=c¢’ H c=c’ L=C_
H~ COOH H~ COOCH; H ~ COOH
Acido sorbico Ester metilico del acido sérbico Acido croténico
1 36 37
M U\ U\ H
L=C_ 0" c=C
H CHO O CHO H  COOH
Crotonaldehido Furfural Acido 2-furanacrilico
38 39 40
/~0
OW/\\
\)k CH,(CH,);-CH=CH—(CH,);—COOH
o=c____H Acido ol
H c=C_ Acido oleico
H CON ) 42
Piperina
41

trans trans cis
CH3~(CH,);~CH=CH-CH=CH-CH=CH-(CH,),-COOH
Acido a-eleosteérico
43

\\\\\\\\\\\

[-Caroteno
44

Figura 2.6. Estructuras de los compuestos analogos al acido sorbico

Muchas de las especies estudiadas presentan un grupo carbonilo «,p-insaturado,

excepto el acido oleico que posee solamente un enlace doble en su estructura. El acido

eleostearico, principal componente del aceite de tung o aceite de madera de China, y el s-

caroteno poseen un sistema poliinsaturado. La formacién de los productos resultantes de la

reaccion de estas especies con el nitrito sodico se ha estudiado mediante cromatografia de

capa fina y su posible mutagenia mediante el ensayo Rec, utilizando B. subtilis (Osawa y
Namiki, 1982).
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El nitrito tratado con &cido crotonico, crotonaldehido, furfural y &cido oleico no
da lugar a productos de reaccion detectables por cromatografia en capa fina, ni muestran
mutagenia. Sin embargo, la reaccion entre el nitrito y el éster metilico del &cido sorbico o la
piperina conduce a diversos productos de reaccion, detectados por cromatografia en capa
fina, que son fuertemente mutagenos. El acido 2-furanacrilico, el p-caroteno y el aceite de
tung reaccionan con el nitrito y forman cantidades significativas de productos débilmente
mutégenos. Estos resultados muestran que el grupo carbonilo conjugado con el dieno
presente en estos compuestos es esencial para la formacion de productos mutagenos en la
reaccion con el nitrito (Osawa y Namiki, 1982).

Entre los productos de mayor actividad mutagena resultantes de la mezcla de
nitrito sodico-acido sorbico (Esquema 2.12.) (Namiki et al., 1980, 1981) se han identificado
el acido etilnitrolico (51) (Namiki y Kada, 1975) y la especie 1,4-dinitro-2-metilpirrol (52)
(Kito y Namiki, 1978).

e No; H O WO 09
~ ~ + — > /CH\ /C\\ — > /CH —
e Cg-CiHhop + NaNO, e e e OR HC™ e “Sc oR
U NO H NOH H
45, R=H 47. R=H 49. R=H
46. R=Me 48. R=Me
NO H
NO,H O HyC..-NO, *  He.  C-C-COH
F NN 7 [ ¢ H
Hy,C™"°C77°C” "OR N N LN
H H OH ,'\102 O»N o}
50. R=Me 51 52 53

Esquema 2.12. Mecanismo de reaccion propuesto para el sistema nitrito sddico y acido
sOrbico/éster metilico

Como muestra el Esquema 2.12., el ataque de los grupos NO y NO, sobre las
posiciones yy ¢ del grupo carbonilo conjugado con el dieno daria lugar a la formacién de
las especies intermedias 47 y 48. EI mecanismo de reaccion entre los productos intermedios
y los finales es dificil de elucidar. La especie 49 se ha identificado como precursora de la 53
(Osawa et al., 1979) pero no se sabe aln si los compuestos 51 y 52 se generan via 49 o no.
El producto 51 se produce también como resultado de la reaccion entre el nitrito y el éster
metilico del acido sérbico, aunque la velocidad de reaccion y el rendimiento son muy bajos

comparados con los observados con el acido libre (Osawa y Namiki, 1982).
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2.8.2.Factores que afectan a la actividad mutagena y antimicrobiana de la
mezcla de reaccidn nitrito sodico-acido sorbico
Namiki y colaboradores (Namiki et al., 1981) estudiaron, mediante cromatografia
en capa fina, el efecto de las condiciones de trabajo sobre el rendimiento de los productos
de reaccion entre el acido sorbico y el nitrito sddico. Los resultados obtenidos se resefian a

continuacion.

2.8.2.1. Influencia del pH de reaccién

El efecto del pH (Namiki et al., 1980) se ha investigado cuantitativamente en
el intervalo de pH 1,5-7,0. Los resultados muestran que, entre pH 3,0 y 5,0 se forma el
producto 1,4-dinitro-2-metilpirrol (52) con un rendimiento méaximo a pH 3,5, mientras que
la formacién del acido etilnitrélico (51) tiene lugar entre pH 3,5 y 5,0 observandose un
rendimiento méaximo en pH 4,2. En pH 1,5 estos productos se ven sustituidos por otros;
uno de ellos, de estructura aun no elucidada, posee un grupo nitro y otro nitroso (54; Tabla
2.4.). Otro producto identificado es un derivado del furoxano (53). El resto de especies
formadas son minoritarias y atn estan sin identificar. En pH > 6 la reaccion no tiene lugar
(Namiki et al., 1981).

2.8.2.2.Condiciones de reaccion

Namiki y colaboradores (Namiki et al., 1981) investigaron los productos de la
mezcla de reaccion en pH 3,5 a 4 °C . Entre los productos detectados se encuentran la
especie 49 y dos compuestos mas no identificados que presentan R; 0,2 y 0,3 en la
cromatografia de capa fina de la mezcla de reaccion tomada dos minutos después de su
comienzo. Las especies 51, 52 y 54 comienzan a aparecer al cabo de diez horas de reaccion.
Varios productos no identificados que se forman y desaparecen durante este tiempo
pueden ser precursores de los productos finales. El producto 52 parece ser mas estable.
Estos resultados son acordes con resultados bioldgicos previos (Namiki et al., 1980). El
rendimiento de los productos 51, 52 y 54, respecto al &cido sérbico es significativamente
alto. En términos molares, al cabo de dos dias (4 °C), la suma de los tres productos alcanza

el 40-50 % del &cido sérbico empleado.
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Tabla 2.4. Actividades bioldgicas de los productos resultantes de la reaccion entre el &cido
sorbico y el nitrito sodico.

Ensayo Rec con B. subtilis Inhibicion ?EI
Producto ug pordisco  Zona de Inhibicion (mm) (Ii(ri:ﬁ(;m:e?igr
Rec* Rec - ppm)
H3C_%_NOZ
NOH 100 0 12,8 5
51
NO,
/ \§
e N 40 0 124 5
NO,
52
N 40 0,2 0,5 1
CsHgO4N, (-NO,, -NO, -CHO)
250 0,5 0,5 1
54
H3C—%—%—E|=E—COOH
o'/N‘O'N 40 0 0 Negativo
53
NO,
H3C-CH—ﬁ—ﬁ=C—COOH 40 0 0 Negativo
NOH
49
Acido sérbico (100 mM) 40 4 0 0 400
Nitrito sodico 20 4 0 0 100
(800 mM, pH 6,5, 60 °C, 30 min)
Nitrito sédico 20 0 0
(160 mM, pH 3,5, 60 °C, 30 min)
Nitrito sodico 20 4 0 0
(160 mM, pH 3,5, 4 °C, 30 min)
Nitrito sodico 20 4 0 0

(160 mM, pH 1,5, 60 °C, 30 min)

2 Se identificaron estos grupos funcionales, sin embargo se desconoce la estructura

2.8.2.3.Efecto de la relacion molar de los reactivos
Cuando la relacion molar nitrito-acido sérbico (20 mM) aumenta de 0,5 a 16,
se observa un rendimiento maximo del producto 52 después de 30 minutos a 60 °C y pH
3,5 cuando la concentracion de nitrito sédico es ocho veces superior a la del acido sorbico.
Para un exceso de nitrito superior a ocho se produce un descenso en el rendimiento del

producto 52, mientras que, en el caso de la especie 51, aumenta al hacerlo la concentracion
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de nitrito. Estos resultados son acordes con estudios bioldgicos previos que revelan que la
mutagenia e inhibicion del crecimiento aumentan al hacerlo la concentracién de nitrito,
hasta alcanzar un exceso frente al acido sorbico de ocho unidades (Namiki et al., 1980).
Estas concentraciones no se alcanzan, de forma habitual, en los alimentos. Los productos
mutégenos se forman por encima de los niveles de deteccion con una relacion molar
1,0:0,5. Este hecho es interesante, puesto que la formacion de estos productos mutagenos

requiere una relacion molar de los reactivos 1:4 (nitrito sodico: acido sorbico).

2.8.2.4.Estabilidad de los productos de reaccion

Namiki y colaboradores (Namiki et al., 1981) estudiaron la estabilidad de los
productos activos 51 y 52 en disoluciones reguladoras a pH 3,0 (citrato) o pH 6,0 (fosfato)
a 30, 60 y 100 °C. La investigacion se llevo a cabo mediante cromatografia liquida de alta
resolucién. Los resultados mostraron que los dos productos son labiles a alta temperatura y
valores bajos de pH.

En condiciones similares, algunos alimentos como el beicon cocinado a 170
°C en presencia de aceite han mostrado una disminucion del 37 % en las concentraciones

de las especies 51 y 52, al cabo de tres minutos.

2.8.2.5. Influencia del &cido ascérbico y de la cisteina

El acido ascorbico inhibe la formacion de N-nitrosaminas (Mirvish, 1975)
debido a la mayor velocidad de la reaccion entre el nitrito y &cido ascérbico que entre
nitrito y el grupo amino secundario.

Namiki y colaboradores (Namiki et al., 1981) investigaron si el acido ascorbico
o la cisteina muestran capacidad inhibidora similar en la formacion de C-nitro compuestos
mutéagenos. Los resultados obtenidos mediante cromatografia liquida de alta resolucion
para los productos 51 y 52 de la reaccién entre el acido sorbico (20 mM) y nitrito sédico
(160 mM) con y sin adicion de &cido ascorbico a 60 °C y pH 3,5, revelan que, al cabo de 30
minutos, la adicion de acido ascérbico (80 mM) bloquea la formacion de estos productos.
En condiciones de reaccion mas realistas (acido sorbico 20 mM y nitrito sédico 20 mM) el
acido ascorbico, con la minima concentracion, inhibe la formacién de los productos,
obteniéndose 51 (10 mM) y 52 (5 mM). En el caso de la cisteina, se requieren
concentraciones equivalentes (cisteina 160 mM), para conseguir inhibicion completa de la

formacion de los productos 51y 52.
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De esos resultados se desprende que la inhibicion de la formacion de
mutagenos puede deberse a la alta velocidad de reaccion entre nitrito y &cido
ascorbico/cisteina 0 a la reaccion de estas especies con el acido sorbico, puesto que la
actividad mutagena de la especie 52 se reduce en presencia de acido ascorbico o cisteina a

temperatura ambiente y pH = 6,8, siendo débil con pH = 3,5 (Osawa ¢t al., 1980).

2.8.3.Mutagenia de los productos de reaccion

La Tabla 2.4. (véase Apartado 2.8.2.2.) muestra la actividad biolGgica de los
productos de reaccion entre acido sorbico y nitrito sodico (Namiki et al., 1980) asi como las
observadas para los reactivos de partida.

La especie 52 es el producto con mayor actividad mutagena e inhibidora del
crecimiento, presenta una alta actividad en el ensayo Rec y los resultados obtenidos con el
test de Ames con cepas TA98 y TA100, sin activacidbn metabdlica, revelan, también,
actividades mutagenas elevadas. El producto 51, que es mutageno pero en menor extension
que el 52, es altamente activo en el ensayo Rec; sin embargo, se ha observado una débil
actividad con TA100 no detectada con TA98 en el test de Ames. Las especies 51 y 52
inhiben de forma efectiva el crecimiento de bacterias. EI producto 54 no es mutageno, pero
posee alta capacidad como inhibidor, mientras que los productos 49 y 53 no son activos ni
como mutagenos ni como inhibidores. El &cido sorbico y el nitrito sodico en las
concentraciones indicadas no son mutagenos segin el ensayo Rec. Sin embargo, es
conocida la mutagenia del nitrito sodico en otros sistemas mutagenos (Hollaender, 1971,
McCann et al., 1975). Puede concluirse que la actividad mutagena de la mezcla de reaccion
es maxima en el intervalo de pH comprendido entre 3,5 y 4,2, debido a la formacion del
producto 52 y, en menor extension, del 51. A valores de pH inferiores se intensifica la
inhibicion, debida fundamentalmente a la especie 54 (Namiki et al., 1980, 1981).

A la vista de los resultados obtenidos, es interesante destacar que la formacion de
productos mutagenos del tipo C-nitro y C-nitroso, resultantes de la interaccion entre nitrito
sodico y acido sorbico o analogos, puede tener lugar en diversos alimentos asi como in vivo

en el cuerpo humano (Osawa y Namiki, 1982).
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2.8.4. Estudio de la reactividad de los productos mayoritarios de la
reaccion entre el acido sérbico y el nitrito sodico
2.8.4.1. Reactividad de pirroles: estudio de 1,4-dinitro-2metilpirrol
(NMP)
Kito y Namiki (Kito y Namiki, 1978) aislaron uno de los productos
resultantes de la reaccion entre el acido sorbico y el nitrito sddico, la especie 1,4-dinitro-2-
metilpirrol o NMP (52) y elucidaron su estructura (Figura 2.7.) basandose en diferentes

estudios espectroscopicos.

NMP
Figura 2.7. Estructura de 1,4-dinitro-2-metilpirrol

El compuesto 1,4-dinitro-2-metilpirrol reacciona con diferentes especies

como refleja el Esquema 2.13 (Kito y Namiki, 1978).

NO, NO,
ﬂ D,0 HCMD
HeC N 3 Eo
NO, 2
55
NMP CD,0Na-CD;0D
w\so-ds
CH,N, J NO,
NO, -\ D
/ HC™ 'N” bep,
HaC” N~ “CH, NO,
|
NO, 56
57

Esquema 2.13. Reaccién de 1,4-dinitro-2-metilpirrol con agua deuterada,
metdxido sodico y diazometano deuterados

El tratamiento con diazometano da lugar al compuesto metilado (57). La
sefial de RMN de 'H correspondiente al proton en posicidn o no experimenta ningin

cambio en CDCl, o DMSO-d, al afadir agua deuterada. Sin embargo, desaparece
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completamente al disolver el compuesto en piridina-d, durante dos dias en hielo después de
la adicibn de agua deuterada. Ademas, cuando se disuelve en agua deuterada por
calentamiento, la sefial que aparece a 9,36 (H,) como doblete, desaparece al cabo de dos
horas, mientras que la sefial en 8,36 (Hz) es una mezcla de singulete y doblete que aparece
como singulete. No se ha observado ningin cambio en el espectro en agua deuterada
acidulada con cloruro de hidrégeno deuterado. Los nitropirroles sufren, facilmente, un
intercambio del hidrégeno en posicion « mediante catalisis basica (De Santis y Stegel,
1974). En el caso de 1,4-dinitro-2-metilpirrol, dada la reactividad del proton en posicion «,
no es necesaria la presencia de una base que actiie como catalizador para que tenga lugar el
intercambio del proton. Este hecho explica la facilidad con la que se produce la metilacion
en posicion « al tratar dicha especie con diazometano (Kito y Namiki, 1978).

La adicién de una cantidad equivalente de metoxido sodico en metanol sobre
una disolucion de 1,4-dinitro-2-metilpirrol en DMSO-d, da lugar a una coloracién marron
de la mezcla con el consecuente cambio en el espectro de *H-RMN. Inmediatamente
después de la adicion, todas las sefiales del espectro correspondientes a los protones
desaparecen. Se observan dos singuletes a 2,00 y 6,93 ppm (3H, 1H) que se podrian asignar
a un aducto de tipo Meisenheimer (56) (De Santis y Stegel, 1974) junto a otras sefiales no
identificadas que posiblemente se pueden atribuir a productos de descomposicion. El
aducto es inestable, se descompone al cabo del tiempo y el espectro se ve modificado al
desaparecer los dos singuletes. No se observa reaccion de intercambio del hidrégeno
puesto que, posiblemente, queda enmascarada por la formacion del aducto tipo
Meisenheimer (Kito y Namiki, 1978).

La formacion de aductos tipo Meisenheimer a partir de derivados del tiofeno
(Doddi et al., 1972; Paulmier et al., 1973; Spinelli et al., 1970), selenéfeno (Paulmier et al.,
1973) o furano (Doddi et al., 1974) que poseen sustituyentes aceptores de electrones en la
reaccion con el idbn metoxido estd favorecida y se ha estudiado con diferentes sustratos.
Para poder comparar el comportamiento de los diferentes derivados pirrélicos frente al ion
metdxido en funcion de la naturaleza de los sustituyentes se ha llevado a cabo el estudio
con las especies 2,4-dinitro-1-(p-nitrofenil)-pirrol (58) y 2,4-dinitro-1-metilpirrol (59) cuyas
estructuras se muestran en la Figura 2.8. (De Santis y Stegel, 1974).
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58 59

Figura 2.8. Estructuras de 2,4-dinitro-1-(p-nitrofenil)-pirrol (58) y
2,4-dinitro-1-metilpirrol (59)

El estudio mediante resonancia magnética nuclear, de la reaccion entre las
especies 58 y 59 con el iGn metdxido revela importantes diferencias en el comportamiento
de ambos sustratos y mas concretamente, indica la formacion de un aducto tipo
Meisenheimer para el primero de los compuestos.

El espectro de RMN de la especie 58 en DMSO-d; muestra los dobletes
asignados a los protones del anillo pirrélico a 1,34 (H,) y 1,93 ppm (Hy) y los dos dobletes
correspondientes al anillo fendlico a 1,58 y 2,07 ppm. La adiciébn de una cantidad
equivalente de metdxido sodico en metanol 4,5 M, a una solucion 0,5 M de la especie 58 en
DMSO-d, produce cambios en el espectro de RMN. Aparecen dos singuletes de la misma
intensidad a 2,27 y 4,05 ppm mientras que la intensidad de las sefiales correspondientes al
anillo pirrélico disminuye. De la misma manera, los dos dobletes del anillo fendlico se han
desplazado a 1,87 y 3,13 ppm, respectivamente, manteniendo el acoplamiento inicial. La
aparicion de una sefial a 4,05 ppm y la reduccion del acoplamiento entre los protones del
anillo pirrélico indica un cambio en la hibridacion del d&tomo de carbono enlazado al
hidrogeno de sp? a sp®. Estos cambios se pueden explicar en términos de formacion de un
aducto tipo Meisemheimer. Los resultados obtenidos por RMN sugieren que la estructura
60 podia corresponder al aducto de Meisenheimer formado entre la especie 58 y el i6n
metdxido (Figura 2.9.).

OpN,
H{ 2\
HcO™ N NO;
CsHg PNO,
60

Figura 2.9. Aducto de Meisenheimer formado en la reaccion entre
2,4-dinitro-1-(p-nitrofenil)-pirrol y el ion metoxido

El comportamiento de la especie 58 frente al ion metdxido difiere del

observado para el compuesto 59 que, en DMSO, sufre una reaccion irreversible que
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implica la desaparicion completa de las sefiales del espectro de RMN en la region
aromatica. En condiciones de reaccion mas moderadas utilizando como disolvente el
metanol, la especie 59 sufre un intercambio del hidrogeno en posicidn «, catalizado en
medio basico. El espectro de RMN del compuesto 59 en metanol no se ve modificado por
la presencia del i6n metdxido. Sin embargo, cuando la reaccion ocurre en metanol
deuterado, el doblete a 1,86 ppm (H,) desaparece inmediatamente y el doblete a 2,23 ppm
(Hp) pasa a ser un singulete. La sefial correspondiente al grupo N-CH; a 5,87 ppm no se ve
modificada. La facilidad con la que se forma el 2,4-dinitro-1-metil-5-deuteropirrol
posiblemente requiera la formacién de un ion intermedio (Buncel y Symons, 1966). Las
reacciones de intercambio de hidrégeno favorecidas en medio bésico en sustratos
heteroaromaticos de cinco miembros no activados no ocurren facilmente. No obstante, la
constante de velocidad (Zatsepina et al., 1969) para el intercambio selectivo del hidrogeno
en posicion « en la especie 1-metilpirrol, a 140 °C en C,H.OD, en presencia de C,H.O~
0,57 M, es 1,2:10° s. En presencia de grupos aceptores de electrones, la velocidad de
intercambio aumenta, pero la reaccion puede quedar enmascarada por la formacion de
aductos tipo Meisenheimer (Doddi et al., 1974; Simonnin et al., 1973; Doddi et al., 1973).
Por lo tanto, la reaccion de la especie 59 es un ejemplo inusual de reaccion de intercambio
rapida y clara en un compuesto heteroaromatico polinitrado (De Santis y Stegel, 1974).

El comportamiento de las especies 58 y 59 frente al ion metoxido estd
relacionado con el efecto electrénico de los sustituyentes en posicion 1. La diferente
electronegatividad de los mismos en dicha posicion puede afectar a la densidad electronica
7'y, como consecuencia de ello, a la reactividad del anillo pirrélico (Jones et al., 1967). De
hecho, el grupo p-nitrofenilo de la especie 58 podria tener un papel importante junto con
los grupos nitro del anillo pirrdlico, en la disminucion de la alta densidad electrénica 7 del

anillo favoreciendo el ataque de agentes nucledfilos.

2.8.4.2. Reaccidn de los acidos nitrdlicos para formar éxidos de nitrilo.
Reactividad del acido etilnitrolico (ENA)

Los oxidos de nitrilo fueron identificados por Werner en el afio 1894 (Werner
and Buss, 1894) y debido a su versatilidad, actualmente se utilizan como materiales de
partida, en sintesis organica. Los acidos nitrélicos se preparan, con buenos rendimientos, a
partir de nitroalcanos primarios o bromuros de alquilo primarios (Meyer, 1873). Son
compuestos altamente inestables, dificiles de manejar y propensos a la descomposicion, por

calentamiento, para formar los correspondientes Oxidos de nitrilo (Wieland y Semper,
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1906). Por estas razones y quiza debido a la carencia de un método de sintesis, no se ha
considerado la fragmentacion termolitica de los &cidos nitrolicos como via para la
generacion de 6xidos de nitrilo.

Estas especies sufren rapidamente cicloadiciones 1,3-dipolares con diferentes
tipos de sustratos insaturados para formar productos heterociclicos pentagonales (Nguyen
et al., 1991). Matt y colaboradores (Matt et al., 2000) estudiaron el uso de los acidos
nitrélicos como precursores de 6xidos de nitrilo para las cicloadiciones 1,3-dipolares
(Esquema 2.14.)

yOH  Tol.70°C AR N-O

R—C=N-O
A, T e AN

Esquema 2.14. Acidos nitrélicos como precursores de
oOxidos de nitrilo que dan lugar a cicloadiciones 1,3-dipolares

La conversion de los acidos nitrolicos a los 0xidos de nitrilo correspondientes
se lleva a cabo por calentamiento. La cicloadicion para generar el correspondiente isoxazol,
tiene lugar al calentar la disolucion del &cido nitrdlico en THF en presencia de un
dipolardéfilo. Por tanto, la formacion termolitica de 6xidos de nitrilo a partir de acidos
nitrolicos parece ser una reaccion eficiente, especialmente en el caso de los &cidos nitrolicos
con un sustituyente alquilo donde no se requiera la presencia de agentes oxidantes o
deshidratantes fuertes -como en los métodos clasicos para la obtencion de Oxidos de
nitrilo- y se pueda llevar a cabo en condiciones neutras. Sin embargo, la inestabilidad de los
acidos alcoxicarbonil y arilnitrélicos durante la etapa de purificacion implica utilizar
directamente la mezcla del &cido nitrélico con su precursor, el bromo o nitro compuesto,
para que se produzca la cicloadicion.

Los oxidos de nitrilo reaccionan con diferentes nucle6filos en el carbono

adyacente al nitrégeno como se muestra en el Esquema 2.15.
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Esquema 2.15. Reactividad de los 6xidos de nitrilo con diferentes nucleéfilos

Digman y colaboradores (Dignam et al., 1978) estudiaron la estereoquimica de
estas reacciones y observaron que todas ellas eran estereoespecificas. Se forma Gnicamente
la oxima Z siempre que este aducto sea termodindmicamente menos estable que el
correspondiente isdmero E. Como queda reflejado en el Esquema 2.15., el nucledfilo y el
par de electrones no enlazante del nitrgeno se disponen en conformacién trans en relacion
con el doble enlace C=N, forzando que el grupo hidroxilo quede en conformacion cis con
el resto del nucleofilo.

En el caso concreto del &cido acetonitrolico o &cido etilnitrolico (ENA), Egan
y colaboradores (Egan et al., 1991) sintetizaron los dos isomeros y estudiaron su conversion
al correspondiente O0xido de nitrilo. Aunque no se habian obtenido previamente, los
isomeros geomeétricos de los &cidos acetonitrolicos, se identificaron dos tipos de sales, unas
de color rojo y otras incoloras. Las sales rojas se transformaban en sales incoloras por
calentamiento o exposicion a la luz. Aunque solamente las sales rojas regeneran el acido
etilnitrélico inicial por acidificacion, ambas dan lugar a los mismos productos de hidrdlisis.

El isomero E del acido acetonitrolico se sintetiza a partir de la reaccion entre
nitroetano y nitrito sddico en hidréxido sddico al 20%. Al reemplazar el grupo hidroxilo
por un grupo acetilo que es un grupo protector que impide la isomerizacion a la oxima
inicial se favorece la fotoisomerizacién y posterior separacion de la mezcla isomérica
(Esquema 2.16.).
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HsC_ 3 OH CH,COCI HsC_ 3 LOCOCHj,4
O,N’ O,N’
Isbmero £ 6la
hv
HL;C - HL;C
STe=N, OH e=N,
O,N ©OH O,N°  OCOCH,
Isbmero Z2 61b

Esquema 2.16. Isémeros E y Z del acido acetonitrdlico

El derivado acetilado (61a) del isomero E del &cido etilnitrlico se
fotoisomeriza mediante fotolisis UV para generar, con un 100% de conversion, el isomero
61b. Este porcentaje de conversion es inusualmente elevado, normalmente se observan
para otros derivados de oximas, mezclas E/Z en una proporcion que varia de 1:1 a 3:1.
Finalmente, la eliminacion del grupo protector en medio basico dara lugar al isomero Z. De
esta manera finaliza la ruta entre los isomeros E y Z del cido etilnitrolico.

Los ésteres 61a y 61b sufren hidrolisis con velocidades de reaccion similares.
Solamente a partir del isémero 61a se observa el &cido etilnitrolico (Isomero E) puesto que,
en el caso del isdmero 61b, la hidrolisis del acido etilnitrélico (Isbmero Z) es muy rapida a
valores altos de pH.
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CAPITULO 3

Parte experimental






« The most versatile reagent for the determination
of alkylating agents has been 4-(4-nitrobenzyl)
pyridine. With this reagent a procedure has been
described for the determination of ethyleneimines,
a-halogenated esters, diethyl sulphate, alkyl
fodides, bromides, and chlorides; of various
phosphorus, silicon, and nitrogen chlorides, and of
nitrogen and sulfur mustard gases»

J. Epstein, R. W. Rosenthal, R. Ess, 1955

3. Parte experimental
3.1. Reaccion de alquilacion de NBP por el &cido sorbico y sus sales
3.1.1. Capacidad alquilante de los sorbatos. Test de NBP
Para poder determinar la capacidad alquilante del 4cido sérbico (HS) y sus sales se
ha empleado una ‘molécula trampa’ de agentes alquilantes, la 4-(p-nitrobencil) piridina
(NBP) (Figura 3.1.) cuya nucleofilia es analoga a la de las bases del ADN (Kim y Thomas,
1992; Shephard y Lutz, 1989).

NO,

Figura 3.1. Estructura de la NBP



Reaccion de alguilacion de NBP por el dcido sorbico y sus sales

El empleo de la NBP como molécula modelo para la identificacion de agentes
alquilantes se remonta a principios del siglo veinte. Koenigs y colaboradores (Koenigs ¢ al.,
1925) observaron que, tanto la y~(4-nitrobencil)piridina (NBP) como las especies 2- y 4-
bencilpiridina, reaccionan con ioduro de metilo formando una sal que, en presencia de
hidréxido potasico, da lugar a una coloracion azul. La aplicacion de esta reaccion fue clave
para la deteccion del gas mostaza por Brown en 1941. Del mismo modo Gehauf (Gehauf,
1943) y Braun (Braun, ef al, 1945) detectaron gran numero de compuestos organicos
alquilantes. Los vapores de los haluros de alquilo se adsorbfan en silica gel impregnada con
NBP y la adicién de una base daba lugar a la aparicién de color que variaba desde el azul al
violeta e incluso marrén. De los compuestos identificados destacan, sulfato de dietilo,
tiocianato de butilo, cloruro de sulfonilbenceno, difenilcloroarsina y dietilfosforofluoridato.

Todos los estudios de deteccion de especies alquilantes realizados hasta entonces
eran cualitativos. Swift y colaboradores (Swift ¢# a/., 1943) ampliaron el estudio de Gehauf'y
Braun. Agruparon las moléculas organicas en funcién de la reactividad. Observaron que los
compuestos que contienen los grupos -COX, -CH,X y -OCH,X, tienen una reactividad
similar. Al comparar la intensidad de color que presentan las especies con estos grupos
funcionales se puede establecer la siguiente secuencia de actividad alquilante: RCH,CH, X >
RCH,CHX, > RCH,CX,, ArCH,X > ArX, ROCH,X > ROCH,CH,X y COCH,X >
COX.

El estudio cuantitativo de la reaccion de la NBP con diversas especies alquilantes
fue llevado a cabo por Epstein y colaboradores (Epstein ez a/., 1955). Del mismo modo,
con la molécula de NBP se podian determinar, de forma cuantitativa, concentraciones de
agentes acilantes (Agree y Meeker, 1960).

Trabajos posteriores muestran la gran versatilidad de 1a NBP como molécula nodelo
en la identificaciéon de una gran cantidad de especies alquilantes de diversa naturaleza como
aminoacidos (Meier ez al., 1990; Garcia Santos et al. 2001, 2002), compuestos halogenados
(Sawicki e al., 1963), epoxidos (Kim y Thomas, 1992) y lactonas (Hemminki, 1981; Manso
et al. 2005, Gémez Bombarelli ef a/. 2008) entre otros.

En este trabajo se ha estudiado la reaccion de alquilacion de la NBP por el acido
sorbico asi como la capacidad alquilante de su sal potasica de uso habitual como

conservante en gran cantidad de alimentos.
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3.1.2. Seguimiento de la reaccion de alquilacion de NBP por acido sorbico
3.1.2.1. Tratamiento de datos cinéticos

La forma no disociada del 4cido sorbico (HS) reacciona con la NBP para dar

lugar al aducto NBP-HS (Esquema 3.1.).

/\/\)\OH ~L— /W]\o + HF
HS S
a) NBP
Coy b) H*

| AN O
>
NO,

Aducto NBP-HS (AD)

Esquema 3.1. Reaccion de alquilacién de la NBP por el 4cido sérbico

Como: (i) La reactividad de la mezcla sérbico/sorbato aumenta al disminuir el
pH y (i) la actividad antimicrobiana de los acidos organicos y sus sales ha sido atribuida
principalmente a la capacidad inhibidora de la molécula no disociada (Eklund, 1983;
Hartman, 1983; Dacosta, 1994; Food Safety and Hygiene, 2003) parece razonable admitir

que la formacién del aducto transcurre como muestra el Esquema 3.2.

HS = 4§

yd
HS+NBP—% 5 AD

Esquema 3.2. Mecanismo de la reaccidon de
alquilacién de la NBP por el acido sorbico

Del Esquema 3.2. se desprende que la velocidad de formacién del aducto

(AD) viene dada porla Ec 1.
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_d[AD]
dz

= £, [HS][NBP] o

Como:
1. La concentracion total de sorbato [S] es suma de la concentraciéon de acido

sorbico en su forma no disociada [HS] y la concentracion de la especie disociada [S]:
[S]=[HS]+[S'] )

2. La constante de disociacion del acido sorbico es:

© [HS] 3)
la ecuacién de velocidad de formacién del aducto se puede escribir de la forma:

d[AD] _ [H]
ds — g K{, + [H+] [S] [NBP] (4)

)=

Como se ha trabajado con fuerte exceso de sorbato y a pH constante la Ec 4
puede escribirse en funcién de la pseudoconstante de velocidad £;:

d[AD]

= = £ [NBP
»= 2= 4 [NBP] 5
definida como:
H+
/él = /éulq [—]+ [S]
K +[H"] (6)

Si designamos como [AD], la concentracién de aducto a un tiempo # la Ec 5
se puede escribir asf:

d[AD]
dz

= ’é1 ([NBP]o - [AD], )

Z):

)

Al integrar la Ec 7 y expresar el resultado en términos de absorbancia, resulta:

A -A
ln( 20 J =kt
Aw = A, (8)
donde:
Ay = &, [NBPJ, ©9)
Ar = Exmp ([NBP]O - [AD], ) + [AD]z €D (1 O)
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3. Parte experimental

A, = ¢,,[NBP], (11)

siendo A, A,y A.,, 1a absorbancia inicial, a tiempo 7y a tiempo infinito, respectivamente y

0
Ewrp ¥ €xp los coeficientes de absorcion molar de la NBP y del aducto, respectivamente.

La absorbancia del aducto varfa con el tiempo segin la Ec 12.

A=A, (1-* )+ At 12)

3.1.2.2. Método experimental

3.1.2.2.1. Reaccion de alquilacion de NBP por acido sérbico

El seguimiento cinético de la reaccién de alquilacion de la NBP por el
acido sérbico se ha llevado a cabo espectrofotométricamente (Esquema 3.3.) El aducto
formado entre la molécula de NBP y el 4acido sérbico (AD) es incoloro y, en presencia de
una base como la trietilamina, se produce una desprotonacién del carbono sp’ que se
encuentra entre los dos anillos aromaticos para formar un aducto coloreado que permite
seguir la reacciéon de alquilacién en la zona visible del espectro. En la Figura 3.2. se
muestran los espectrogramas obtenidos utilizando como sistema regulador la mezcla 4dcido

sétbico/sotbato potésico.

OH

O

oy o
F +
HS - BN + ENH
pH 12 |
NO,
NO, NO

2

I. Aducto NBP-HS (AD) 1. Aducto NBP-HS (AD)

NBP Incoloro Coloreado

Esquema 3.3. Seguimiento de la reaccién de alquilacion de la NBP por el dcido sétrbico
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A =580 nm
0,27 ]

13 dfas

450 500 550 600 650 700
A,nm
Figura 3.2. Espectrogramas que muestran la variacién de la
absorbancia del aducto NBP-sorbato potasico con el tiempo de

reacciéon. Medio 7:3, agua:dioxano. pH 5,78; T = 35,0 °C;
[NBP], = 2,90 x 103 M; [S]o = 0,15 M; [KOH], = 0,1 M.

Se ha trabajado en exceso de 4cido sorbico frente a la NBP, a pH
constante. El dcido sérbico, en presencia de una base como el hidréxido sédico o potasico
se disocia y el par acido sérbico/sorbato formado actiia como tampon permitiendo trabajar
en medios con acidez constante sin necesidad de utilizar mezclas reguladoras. Las
reacciones de alquilaciéon se han estudiado en medio acido (pH 5-6) frecuente en gran
cantidad de alimentos (Dacosta, 1994) como pan, 5,0-6,0, pollo, 5,5,-6,4, queso, 5,0-6,1 o
carne de ternera, 5,3-6,2.

Como la molécula de NBP no es soluble en agua se ha trabajado en
mezclas acuoorginicas, agua:dioxano en proporcién 7:3 (v/v).

Para el seguimiento cinético a lo largo del tiempo, se toman alicuotas de
2,4 cm’ de la mezcla de reaccion (HS+NaOH 6 KOH+NBP) que se afiaden a una cubeta
con 0,6 cm’ de trietilamina (Esquema 3.3.). La medida de la absorbancia del aducto
coloreado se ha hecho a una longitud de onda 4 = 580 nm, correspondiente a su maximo

de absorciéon (Figura 3.2.).

3.1.2.2.2. Determinacion del pK, del &cido sorbico

Meétodo espectrofotométrico

La variacién de la absorbancia del acido sérbico con el pH del medio de
reaccién (Figura 3.3.) permite la determinacién del pK, con la expresion de Henderson-

Hasselbalch (Po y Senozan, 2001):
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_ [S] — AS' _A’\
pH =pK, +log =pK, -log——
[HS] A, - Ay (13)

Ays v Ag son las absorbancias de las formas no disociada (4 = 265 nm,
pH ~ 3,8 en medio 7:3, agua:dioxano) y disociada (4 = 265 nm, pH ~ 9,2 en medio 7:3,
agua:dioxano) del acido sorbico, respectivamente. .4, representa los valores de absorbancia

a diferentes pHs comprendidos entre los dos valores limite pH 3,8 y 9,2.

0,9

5

NAEPN

200 250 300 350
A,nm

Figura 3.3. Espectrogramas del 4cido sérbico a pH 3,8 y 9,2
en medio 7:3, agua:dioxano a T'= 25,0. [HS] = 2,85 X 10> M;
NaOH para ajustar el pH.

Para ajustar el pH inicial, pH ~ 3,8, se utiliza acido clorhidrico (0,1 M) y
para modificar la acidez del medio se utilizaron dos bases diferentes, hidréxido sédico (0,01
- 0,1 M) e hidréxido potésico (0,01 - 0,1 M) para estudiar la influencia del i6n metalico, Na*
y K7, en el valor de la constante de disociacién. El volumen de base afiadido a la disoluciéon
de acido sorbico no llegaba al 1% del volumen total de dicha disolucién, para evitar el

efecto de la dilucion.

Método volumétrico

Como método alternativo al espectrofotométrico, se ha medido el pK,
del acido sérbico mediante volumetria acido-base. Conocido el volumen de hidréxido
sodico consumido en la valoracion a diferentes valores de pH, se puede determinar el valor
de pK, con la ecuacién de Henderson-Hasselbalch en la forma:

V-V (14)
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I vV tepresentan el volumen de hidréxido sédico consumido en el
punto final de la valoracién y a cada valor de pH durante la misma, respectivamente.

Para ajustar el pH inicial, se utiliza acido clorhidrico (0,1 M). El
volumen total de hidréxido sédico (9,38 X 10 M) consumido en la valoracién es inferior a

7 cm’, aproximadamente, en un volumen final de 100 cm’.

3.1.2.2.3. Determinacion de la constante de asociacion de los
pares ionicos Na* sorbato y K* sorbato’

Para determinar las constantes de asociacién de los pares idénicos Na™ §°
y K’ S, se han medido las conductividades eléctricas de diferentes disoluciones de sorbato
sédico y potasico.

La preparacion de las sales sédica y potasica del acido sérbico se ha
llevado a cabo a partir del acido en presencia de los hidroxidos sédico y potasico,
respectivamente, en cantidades equimoleculares. La recristalizacion de las sales se hizo en

etanol-agua.

3.1.2.2.4. Célculo de las barreras de energia para la reaccion entre

el acido sorbico y la NBP

La adicién de la molécula de NBP sobre la estructura de dobles enlaces
del acido sorbico puede tener lugar en dos posiciones, en el carbono 3 o 5 de dicha
estructura (Esquema 3.1.; véase Apartado 3.1.2.1.). Para conocer cual de las dos reacciones
es mas favorable, desde el punto de vista energético, se han calculado computacionalmente
las barreras de energfa para ambos procesos.

Las estructuras de los reactivos, NBP y 4cido sorbico, y de los estados
de transicion en ambos casos, se han optimizado al nivel de teorfa DFT-B3LYP 6-31++G
(d.p.). Las geometrias de los reactivos corresponden a minimos, ninguna frecuencia de
vibracién imaginaria y las de los estados de transicién muestran una frecuencia imaginaria.

Se ha tenido en cuenta la solvataciéon mediante un método de campo de
reaccion autoconsistente (SCRF) y el medio continuo polarizable (PCM).

Todos los calculos se han hecho con el programa Gaussian 03W.

_64 -



3. Parte experimental

3.1.3. Seguimiento de la reaccion de alquilacion de NBP por sorbato
potéasico
3.1.3.1. Tratamiento de datos cinéticos
Para estudiar la capacidad alquilante del sorbato potasico (KS) se ha
empleado la 4-(p-nitrobencil)piridina (NBP) que es una molécula ‘trampa de agentes
alquilantes’ (véase Apartado 3.1.1.). El tratamiento cinético de datos es analogo al llevado a

cabo en el caso del acido sorbico puesto que, en ambos casos existe un equilibrio entre las

formas 4cida y basica del 4cido sorbico de la forma HS=—=S§ +H" y solamente la forma

no disociada reacciona con la NBP para dar lugar al aducto correspondiente (véase

Apartado 3.1.2.).

3.1.3.2. Método experimental

La reacciéon de alquilacion de la NBP por el sorbato potasico se ha estudiado
espectrofotométricamente, con el seguimiento de la formacién del aducto coloreado NBP-
acido sérbico a la longitud de onda de su maximo de absorcién, A = 580 nm (Esquema
3.3.). En la Figura 3.4. se muestran los espectrogramas obtenidos en una cinética realizada

en las condiciones de trabajo indicadas.

0,9
A =580 nm
I
0,6 1 22 dias
<
0,3
1 dia
0,0 I T T
450 500 550 600 650 700
A,nm

Figura 3.4. Espectrogramas que muestran la vatiacion de la
absorbancia del aducto NBP-Sorbato con el tiempo de reaccién.
Medio 7:3, agua:dioxano. pH 5,53; T'= 35,0 °C; [NBP], = 2,83 X
103 M; [S]o = 0,2 M; [HCI] = 0,1 M.

Se ha trabajado en exceso de sorbato frente a NBP en medios de acidez
constante. El sorbato potasico en medio clorhidrico se protona y el sistema KS+HCI actaa

como disolucién reguladora.
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Como la molécula de NBP no es soluble en agua se ha trabajado en mezclas
acuootganicas, agua:dioxano en propotcion 7:3 (v/v).
El seguimiento cinético de la reaccion de alquilacion de la NBP por el sorbato

potasico es analogo al empleado con el acido sérbico (Apartado 3.1.2.2.1.).

3.1.4. Reactivos y equipo de trabajo

3.1.4.1. Reactivos utilizados

El 4cido sorbico utilizado es un reactivo Panreac PRS y el sorbato potasico
(99%) es Sigma. Sus disoluciones se hicieron por pesada directa.

La 4-(p-nitrobencil)piridina (98%), el dioxano PRS y la trietilamina (99%) son
productos Sigma.

Para preparar las disoluciones reguladoras sérbico/sorbato se ha utilizado
hidréxido sédico Fluka (=98 %) e hidréxido potasico Panreac en aquellos sistemas donde
el acido sorbico era el producto de partida. Se ha empleado acido clorhidrico (37%)
Panreac para preparar los sistemas reguladores con la sal potasica del acido sérbico.

Se ha utilizado agua desionizada en un equipo MilliQ-Gradient (Millipore)

3.1.4.2. Equipo de trabajo

El seguimiento cinético de la reacciéon de alquilacién de la NBP por el acido
sorbico se ha hecho espectrofotométricamente en un espectrofotometro Shimadzn UV-
2401-PC de doble haz (Figura 3.5.) con portacubetas CSP-240-A (Figura 3.6.) con seis
celdas termostatadas por sistema Peltier. Se han manejado cubetas de cuarzo Hellma,

110Q)S, de 1 cm de paso 6ptico.
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Figura 3.6. Portacubetas CSP-240-A

Las medidas de pH se han realizado en un pH-metro Crison Micro pH 2000.
Las valoraciones 4cido base se han llevado a cabo en una autobureta Metrohm

718 STAT Titrino (Figura 3.7.).
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Figura 3.7. Autobureta Metrohm 718 STAT Titrino.

Para mantener la temperatura constante (£ 0,04 °C) se ha utilizado un
termostato Lauda Ecoline Re 120.

Las medidas de conductancia se hicieron en un conductimetro microCM
2200 equipado con célula de vidrio y platino y compensador automatico de temperatura

(C.A.T.). Constante de celda: 0,98 cm.
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3.2. Reaccion entre acido sorbico y nitrito sodico

3.2.1. Formacion de 1,4-dinitro-2-metil pirrol y &cido etilnitrolico

El acido sérbico reacciona con nitrito sédico para dar lugar a productos
mutagenos (véase apartado 2.8.). Los productos mayoritarios son 1,4-dinitro-2-metil pirrol
(NMP) y acido etilnitrélico (ENA) (Esquema 3.4.). La formacién de los productos se ve
influida notablemente por el pH del medio de reacciéon (Namiki ez 2/, 1980). A pH 3,5 la
especie NMP se forma mayoritariamente, mientras que a pH 4,2, se ve favorecida la
formacion de ENA. A valores de pH muy éacidos (pH 1,5) se obtienen especies de

estructura desconocida y, a pH elevados (pH = 6) la reaccioén no tiene lugar.

NO,
L3
H3C” N
pH 35 NO,
O
Iél\ Iél\ & + NaNO NMP
H H
] pH 4,2 H;C  OH
Acido sorbico C=N
O,N
ENA

Esquema 3.4. Reaccion entre el acido sotbico vy el nitrito sédico.
En este trabajo se ha estudiado la capacidad alquilante de las especies NMP y

ENA frente a la molécula de NBP asi como su reaccion de descomposicion que es la etapa

previa a la alquilacion.
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3.2.2. Reactividad de 1,4-dinitro-2-metil pirrol
3.2.2.1. Reaccion de descomposicion del NMP
3.2.2.1.1. Tratamiento de datos cinéticos
El producto NMP es inestable en disolucién acuosa y en medio
débilmente alcalino reacciona con los iones OH’ para formar el aducto tipo Meisenheimer

que se muestra en el Esquema 3.5.

NOZ , ’NOZ
H3C N —— H3C NI OH
NO, A" :
2 d NO,
NMP Aducto tipo Meisenheimer

Esquema 3.5. Reaccién de descomposicion del NMP.

La ecuacién de velocidad de descomposicion de la especie NMP viene

dada por la expresion:

p = AINMP]_ £ [NMP ][ OH |

dr (15)

Como se trabaja a pH constante, se puede definir una pseudoconstante

/éiwp de la forma:

k" = k2" OH | (16)
de manera que:
M
p = ANMP] = £y [NMP |
dr 17

Al integrar esta expresion entre tiempo cero y tiempo £ resulta:

[NMP]

0 — 7 NMP

In — Mobs
[NMP] (18)

Si se designa como &, v & a los coeficientes de absorcion del NMP y
del producto de descomposicion, respectivamente, las absorbancias a tiempo cero, 7 e

infinito seran:

Ay = e [NMP], (19)
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A = e (INMP], - [P],) +¢, [P, (20)

A, =&, [NMP], 1)

Al sustituir estas expresiones en Ec 18 y reordenar se llega facilmente a

la Ec 22:

obs

A o,
A -A, (22)

es decir:

NMP
Kobs

A=A, 4(A-A,)e 23)

obs *

., . .. ., . . NMP
expresion que, mediante optimizacion no lineal permite conocer los valores de A, y £

3.2.2.1.2. Método experimental
Para el seguimiento cinético de la reacciéon de descomposicion del
NMP, se ha empleado un método espectrofotométrico. La disminucién del valor de la

absorbancia del reactivo en la longitud de onda correspondiente a su maximo de absorcion

-A = 269 nm, en disolucién acuosa- (Figura 3.8.) permite determinar el valor de la

NMP

obs

pseudoconstante de velocidad 4, . Cuando empleamos un codisolvente organico como

dioxano en las mezclas acuoorganicas, el espectro visible-ultravioleta se modifica. Se
observa un desplazamiento batécromo de los picos del reactivo a medida que aumenta la

proporcion de dioxano, de manera que la longitud de onda correspondiente al maximo de
absorcién varfa, de 4 = 269 nm en medio 10:0 (agua:dioxano) a A = 271, 272, 273 y 275

nm en medios 8:2, 7:3, 6:4 y 5:5, respectivamente.
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190 260 330 400
A,nm
Figura 3.8. Espectrogramas que muestran la variacién de
la absorbancia con el tiempo en la reaccion de

descomposiciéon del NMP. Disolucién acuosa pH 9,47,
tampoén borato; T'= 32,5 °C; [NMP], = 104 M.

Para mantener el pH constante a lo largo de la reacciéon se han
empleado disoluciones reguladoras. En el intervalo de pH 7,0-8,0 se ha utilizado tampén
fosfato (NaH,PO, 0,1 M; NaOH 0,1 M) y para valores de pH superiores, en el intervalo
8,0-9,5, tampoén borato (Na,B,0, 10H,0 0,025 M; HCI 0,1 M; NaOH 0,1 M).

3.2.2.2. Reaccidn de alquilacion de NBP por NMP
3.2.2.2.1. Tratamiento de datos cinéticos
Para estudiar la capacidad alquilante del 1,4-dinitro-2-metil pirrol
(NMP) se ha empleado la NBP como molécula alquilable, de nucleofilia analoga a la de las
bases del ADN (véase Apartado 3.1.1.).
El Esquema 3.6. muestra las posibles especies presentes en el

mecanismo de reaccion.
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NO, NO,
ﬂ OH" T\ H
H3C IIQ /é\mr’ H3C I}I OH
NO, NO,
NMP Aducto tipo Meisenheimer
J NO,

= SR~ G

H
MN2PO MN1P5N MN1PO
’émd H,O /é,ﬂq NBP
HO NO,
5,

TN

H O
N S/
H3C/Q\NOZ
+
H | AN
G
AHMNPN
NO

AD NBP-MNI1P5N
Esquema 3.6. Reaccion de alquilacion de la NBP por la especie MN1P5N.

La reaccién entre el NMP y el i6n hidréxido da lugar a un aducto tipo
Meisenheimer que evoluciona rapidamente para formar la especie 5-metil-3-nitro-2H-
pirrol-2-ol (MN2PO). Debido a su inestabilidad, se isomeriza como muestra el Esquema
3.6. La especie 5-metil-3-nitro-1H-pirrol-2-ol (MN1PO), aromatica, es la mas estable
energéticamente. Sin embargo, la especie 5-metil-3-nitro-1H-pirrol-2(5H)-ona (MN1P5N),
que posee una amida @,f-insaturada en su estructura parece ser la especie que reacciona
con nucledfilos, en este caso el agua o la NBP.

El Esquema 3.7. muestra el mecanismo de alquilacién propuesto.
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NMP+OH —&2 5 MN1P5N +NO,
MN1P5N + H,0—% 5 4HMNPN
MN1P5N + NBP—2 5 AD

NBP-MN1P5N

Esquema 3.7. Mecanismo de la treaccion de
alquilacién de la NBP por la especie MIN1P5N.

La ecuacién de velocidad de formacion del aducto NBP-MN1P5N

viene dada por la expresion:

_ d[AD]
dz

= &, [MN1P5N][NBP] o4

Como se trabaja con exceso de NBP frente al NMP, se puede definir

una pseudoconstante de velocidad de alquilacién de la forma:

/éalq obs = /éalq [NBP] (25)

de manera que la Ec 24 puede escribirse asi:

A
v= d[d ] = /éulq obs [MNlPSN]
!

(26)

La concentraciéon de la especie intermedia MNIP5N se conoce
facilmente con el tratamiento de reacciones consecutivas de primer orden (cf. por ej.
Espenson, 1995):

d[MN1P5N]

v k... [OH ][NMP]- £, [H,O][MN1P5N] - £, [NBP][MN1P5N]

(27)

Como se trabajé a pH constante y en exceso de H,O y NBP frente al
reactivo NMP, la Ec 27 puede escribirse asi:

d[MN1P5N]

dl‘ = /é:lj)zlp [NMP] - (/éhid obs + /éulq obs ) MNl PSN]

(28)

donde £y £ son las pseudoconstantes de velocidad de descomposicién del NMP e

hid obs

hidrolisis de la especie intermedia MNI1P5N, respectivamente ( £ =4, [OH] ;

des

IS =£..[H,0]).

hid obs

Como la variacién de la concentracion de NMP con el tiempo obedece

ala Ec 29 (véase Apartado 3.2.2.1.):
[NMP] = [NMP],e " (29)

la Ec 28 puede escribirse asf:
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1 . NMP

N1P5N
— )L ]

alq obs

(30)

La solucién de esta ecuacién diferencial lineal permite conocer la

concentracion de la especie intermedia MN1P5N a un tiempo #

MN 1 PSN] — /é:::IP [NMP]O ( ekﬂ,ﬁmt _ e‘(’élud obs TAalq obs )7 )

NMP
/éhid obs + /éalq obs /éobs ) (3 l)

Al sustituir la Ec 31 en la ecuacion de velocidad de formacion del

aducto se obtiene:

NMP
p= d[AD] —k 'éobs [NMP]O e—/q'){;}”’z ~ e'(/@md obs TRalq obs )
dl‘ alq obs + /é /éNMP
/éhid obs alq obs ~ Roobs (32)
Al integrar esta expresion entre 7= 0 y 7 resulta:
/é 1 [NMP] NMP
_ alq obs o ~kope ?
[AD] - NMP |:(/éh1d obs + /éulq obs )(1 —¢ ’ ) -
(/éhid obs + /éalq obs /éobs )(/éhid obs + /éulq obs )
_ /éNMP (1 _ e—</<m4 obs TAalq obs )7 )j|
obs (3 3)

Como la absorbancia del aducto a un tiempo 7, A, es directamente
proporcional a la concentracién del mismo, segun la ecuacion de Lambert Beer, la Ec 33

puede escribirse en términos de absorbancia de la forma:

A _ /éalq obs [NMP]o gl\D/ + 1 _ k(’)\{)‘:"’t _
AD /é + /é /éNMP + /é /éhid obs alq obs €
( hid obs alq obs ~ Robs ) (/éhid obs alq obs )
_/éNMP (1 _ e’(khid obs Talq obs )7 ):|
obs
(34)

donde &, es el coeficiente de absorciéon del aducto NBP-MN1P5N y /el paso optico de la
cubeta.

La Ec 34 se puede escribir de forma simplificada segun:
— o -bx
y=alb(t-e”)-c(1-")] (35)

definidos a, by ¢ de la forma: @ = &, [NMP] &,/ /(£ + £, 0 20" ) (B + )

alq obs obs

b= (/éhid s T /éalq obs) ye= £

obs

El ajuste de los resultados experimentales a la Ec 35 permite determinar

los parametros cinéticos de la reacciéon de alquilacion de la NBP por la especie MN1P5N.
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Con el inverso del producto a(b-¢) se puede conocer el valor del

cociente ( / k.. d) y el coeficiente de absorcién molar del aducto, ¢, , con los valores de

AD >
la pendiente y ordenada en el origen de la recta obtenida al representar el primer miembro
de la Ec 36 frente al inverso de la concentracién de NBP, mantenidas constantes el resto de

variables como la temperatura, el pH y la concentracion del reactivo NMP (véase Apartado

42.2.2).

1 [HO] (@ ] o
a(b-c) [NMPle,/( £, JINBP|, [NMPe,,/ (36)

3.2.2.2.2. Método experimental

El estudio cinético de la reaccién de alquilaciéon de la NBP por la
especie 1,4-dinitro-2-metilpirrol se ha llevado a cabo espectrofotométricamente mediante el
seguimiento de la forma coloreada del aducto NBP-MNI1P5N en la zona visible del

espectro (Esquema 3.8.).

H3C/Q\
N\
A H3C N +

H EtN + ENH

pH 12
NO,
NO,

NBP I. Aducto NBP-MN1P5N Il. Aducto NBP-MN1P5N

incoloro coloreado

Esquema 3.8. Seguimiento de la reaccién de alquilacion de la NBP por la especie MN1P5N.

La Figura 3.9. muestra los espectrogramas obtenidos al seguir

cinéticamente la reaccion de alquilaciéon de la NBP por la especie NMP.



3. Parte experimental

450 500 550 600 650 700

A,nm

Figura 3.9. Variacion de la absorbancia con el tiempo en la
reaccién de alquilacién de NBP por MN1P5N. T = 37,5 °C;

Mezcla 7:3 (tampdn  acético/acetato:dioxano) de pH 4,77,
[NMP], = 8,0 x 104 M; [NBP], = 1,5 X 102 M.

El aducto NBP- MN1P5N presenta un maximo de absorcion en la zona

visible del espectro a una longitud de onda A = 575 nm (Figura 3.9.).
Se ha trabajado con exceso del reactivo NBP frente al NMP. Para

mantener el pH constante se han utilizado disoluciones reguladoras acético/acetato.
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3.2.3. Reactividad del acido etilnitrolico
3.2.3.1. Reaccidén de descomposicion del ENA
3.2.3.1.1. Tratamiento de datos cinéticos
El acido etilnitrélico es inestable en disolucion acuosa. Esta
inestabilidad se ve acentuada notablemente en valores elevados de pH. El Esquema 3.9.

muestra el mecanismo propuesto para esta descomposicion del ENA.

HyC,  OH K, HC_ O
o= 2, =N tH'
O,N O,N
HA A
ki | -NOy
(”) HZO +
H;C-C-NH-OH H3C-C=N-O

\CNO

ACH bud ACNO

Esquema 3.9. Reaccién de descomposicion del ENA.

Como puede observarse, HA y A" son las formas acida y basica del
acido etilnitrélico, respectivamente, siendo K, la constante de equilibrio de disociacion del
mismo. La forma desprotonada se descompone para dar lugar al 6xido de acetonitrilo
(ACNO) por pérdida del i6n nitrito (Egan e al., 1991). E1 ACNO se hidroliza para formar
acido acetohidroxamico (ACH).

Como (i) se ha trabajado en el margen de pH 6,0-9,5 y (ii) el 4cido
acetohidroxamico tiene un pK, = 9,31 (agua a T'= 25,0 °C) (Senent ¢ al., 2003; Mora Diez

et al., 2005) la forma sin disociar del ACH predomina en este intervalo de pH.

3.2.3.1.1.1. Reaccidn de descomposicién del ENA
Admitido orden uno respecto a la concentraciéon del reactivo A

(Esquema 3.9.) la ecuaciéon de velocidad de descomposicion serfa:

Y
dr (37)

Como:
1. La concentracion total de acido etilnitrélico (ENA) es suma de las

concentraciones de las formas acida y basica:
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[ENA]=[HA]+[A] (38)

2. La constante de equilibrio de disociacion del ENA es:
A
T [HA] (39)

la concentracion de la forma disociada del acido etilnitrolico (A) es:
K

A l=[ENA]———
A= ENA o

Como se ha trabajado en medios de acidez constante, se define una

pseudoconstante de velocidad de descomposicién del 4cido etilnitrélico (£, ) segin:

s

] . K
L
K, +[H] 41)
de modo que:
d[ENA
p = _m = /éi:]\[E:NA]
dz (42)

Al integrar la Ec 42 y expresar el resultado en términos de

absorbancia resulta:

A=A,+(A, - Aw)e’/c‘}’gjl\’ (43)

donde A, A, y A, representan la absorbancia inicial, a un tiempo 7y a tiempo infinito,
respectivamente.
El ajuste no lineal de los valotres .4,/ permite conocer el valor de

/éENA .
3.2.3.1.1.2. Reaccion de hidrolisis del 6xido de acetonitrilo

La ecuacion de velocidad manejada para la formacion del ACH es:

_dIACH] _ o

Y=

g i [ACNOJ[H,O] 44

Como se trabaja en disoluciéon acuosa, el agua esta en fuerte exceso,

de modo que se puede definir una nueva pseudoconstante de velocidad de orden uno de la

forma: £, = k. [HZO] , con lo que la ecuacién de velocidad de formacion de ACH

obs

resulta:
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A .
JACH _ goopaono)
dr | (45)

Y=

Para expresar la concentracion de ACNO en funcién de la
concentracién de reactivo se ha aplicado el tratamiento de reacciones consecutivas de
primer orden (cf. por ¢j. Espenson, 1995).

La variacion de la concentraciéon de ACNO con el tiempo es:

d[ACNO]

:/éENA[A—]_IéACNO[ACNo]
dz

des obs (46)

Dado que la concentraciéon de la forma disociada del acido

etilnitrélico se puede relacionar con la concentracion total de acido segin la expresion:

K
A 1=[ENA]—————
A T=IENAL = 0

Como la variaciéon de la concentraciéon de ENA con el tiempo sigue

una cinética de pseudoprimer orden de la forma:
[ENA]=[ENA] e (47)
la variacion de la concentracion de ACNO con el tiempo se puede escribir asf:

d AC O J ENA N,
AALRO) — e [ENAL e -2 [ACNO)
dr (48)

La resolucién de esta ecuacion diferencial lineal permite conocer la
concentraciéon de ACNO en un tiempo #

[ACNO] = m(ekﬁjﬂ ) e,k;}gr\'ot )

ACNO ENA
( /éobs - /éobs

(49)

La concentracién de ACH en un tiempo 7 puede determinarse al tener

en cuenta que:

[ENA], =[ENA]+[ACNO]+[ACH] (50)

Al sustituir las Ec 47 y Ec 49 en la Ec 50 puede escribirse:

2 ENA e—/«;}f;“"z iy ACNO e,k{gjw
— obs obs
[ACH] - [ENA]U 1 + /é ACNO /éENA
obs ~ Robs (5 1)

Como A,y = &y / [ACH] (siendo &,¢y, €l coeficiente de absorcion
molar del acido acetohidroxamico y /el paso 6ptico de la cubeta) la Ec 51 puede escribirse

asf:

- 80 -



3. Parte experimental

ENAe—é(’,\lf;N“t _ oo -£ENA,
— obs obs
AACH — Eacn / [ENA]o 1+ /éACNO /éENA
obs " Roobs (52)

La variaciéon de la absorbancia de la especie ACH con el tiempo
permite conocer el valor de la pseudoconstante de velocidad de hidrélisis mediante el ajuste

de los resultados obtenidos a una expresion del tipo:

( be—rx _é‘e/zx'j
y=a|l+———
c-b (53)

donde: a=¢,., /[ENA], b=£"" y ¢ = £,

3.2.3.1.2. Método experimental

El seguimiento cinético de las reacciones de descomposicién del ENA y
de hidrolisis de ACNO se ha llevado a cabo espectrofotométricamente. La Figura 3.10.
muestra los espectrogramas obtenidos en una cinética en disolucién acuosa en las

condiciones que se indican.

At

Figura 3.10. Espectrogramas que muestran la variacion

de la absorbancia con el tiempo en la reaccién de

hidrélisis del ENA. Disolucién acuosa pH 9,52, tampon

borato; T'= 32,5 °C; [ENA], = 1,13X10+ M.

La longitud de onda escogida para llevar a cabo el seguimiento de la
reaccién de descomposicion es 4 = 328 nm, correspondiente al maximo de absorcion de su
forma disociada. En mezclas acuoorganicas agua:dioxano (v/v) este valor se desplaza a

longitudes de onda mayores. La formacion del acido acetohidroxamico se ha seguido en 4

= 210 nm (Figura 3.10).
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Para mantener el pH constante se han utilizado disoluciones

reguladoras fosfato y borato.

3.2.3.2. Reaccidn de alquilacion de NBP por ENA
3.2.3.2.1. Tratamiento de datos cinéticos
La reacciéon de alquilacion de la NBP por acido etilnitrélico tiene lugar
entre la molécula de NBP y el 6xido de acetonitrilo (ACNO) especie intermedia en la
reaccién de hidrolisis de la forma desprotonada del isémero E del acido etilnitrélico (A)

(Esquema 3.10.).

=N == =N tH'
O,N O,N
HA A
g | Noy
}Q H,0 .
H;C-C-NHOH =~—— H,;C-C=K-O
\CNO
ACH i ACNO
|N\
\CNO
/éulq G
H3C_(|:=NO_
NO
NS 2
| NBP
énd /
P ——
NO,
AD NBP-ACNO

Esquema 3.10. Reaccién de alquilacion de la NBP por el éxido de acetonitrilo.
La especie ACNO se hidroliza dando lugar al acido acetohidroxamico

(ACH) y, por otra parte, reacciona con la NBP para formar el aducto NBP-ACNO (AD
NBP-ACNO).
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3. Parte experimental

La ecuacion de velocidad de formacion del aducto NBP-ACNO, segun
el mecanismo mostrado en el Esquema 3.10., viene dada por la siguiente expresion,
supuesto orden uno con respecto a cada uno de los reactivos:

d[A ]_ ACNO AD
o= £, "[ACNO][NBP]- £, [AD] (54)

Y=

Teniendo en cuenta que:

1. La reacciéon de descomposicion del ENA para dar lugar a la especie
ACNO es la etapa determinante del mecanismo de reaccion vy, por tanto, la formacion de la
especie intermedia ACNO es lenta,

2. La hidrolisis de la especie ACNO asi como la alquilacion de la NBP
por dicha especie son reacciones rapidas,
la concentracion de la especie ACNO es muy pequefia, practicamente cero, y no varia
significativamente durante el transcurso de la reaccién, de modo que se puede aplicar a la

misma la aproximacién del estado estacionario:

Al . . .
AR = 4 A ) £ ACNO]H,0]- £ [ACNOJINBP) = 0
dr (55)
es decir,
ENA Af
[ACNO] = ACNO /édes [ A(:!NO
i [HLO]+ &, [NBP] (56)
que llevada a la Ec 54 resulta:
,_dlAD] _ & "INBPIA AT EOAD)]
dr AHO)+ A INBP] 7)

Como NBP y H,O se encuentran en exceso, se pueden definir las

pseudoconstantes de alquilacion de NBP por ACNO (£,77) y de hidrélisis de ACNO

alq obs

(£ de la forma:

Roor = oy INBP] (58)
P = s [H,0] (59)

Como:
7. La concentracion total de acido etilnitrdlico es suma de las

concentraciones de las especies acida (HA) y basica (A):
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[ENA]=[HA]+[A] (38)

2. La constante de equilibrio de disociaciéon del ENA es:
_AH
T [HA] (39)

la concentraciéon de la forma disociada del acido etilnitrélico (A) se puede expresar en
funcion de la concentracion total de ENA (Ec 40).
K

A= [ENA]———
[A]=([E ][H+]+Kd @)

Como se ha trabajado en medios de acidez constante, puede definirse
una pseudoconstante de velocidad de descomposicién del acido etilnitrélico (&) segun

la Ec 41.

K, +[H] (41)

a

Al sustituir las Ec 58, 59 y 41 en la Ec 57 resulta:

,_dIAD]_ EDYENENY L,
& R )

Como la velocidad de desaparicion del reactivo ENA es:

p= 2B Ny
dz (42)

la concentracion de ENA varfa exponencialmente con el tiempo:
[ENA] = [ENA], e (47)

Al llevar la Ec 47 ala Ec 60 resulta:

d[AD] _ A Ao o
v= [df ] - /éACIquOb_"_ /é:CNO mNA]O ¢ o - kl:? [AD]

hid obs alq obs (6 1)

que, reordenada, puede escribirse asi:

ACNO ENA
+/éAD AD _ e:lqobs obs NA k(];l}:ml
wa [AD]= ACNO | pACNO [E le
/éhid obs alq obs (62)

d[AD]
dr

Al integrar la Ec 62 resulta:
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3. Parte experimental

ACNO ENA

&P alq obs bs AD _pENA
[AD]C id ! — LO\)ZNO[ENA]UIC( hid ~Kobs >’dl‘+ cte

ACNO AC
/éhid obs + /éalq obs (63)

A tiempo cero [AD] = [AD], = 0 la constante de integracion es:

/é ACNO /éEI\ A [ENA]O

_ alq obs obs
Cte = - o 4 AN AD_pENA
(/éhid obs alq obs ) (/éhid ~ Robs ) (64)
de modo que:

ACNO ENA
AD _ /éalq obs /énbi [ENA] ( ,k:': A 3 ,(';h\rl) 3 )
[ ] - (/éACNO +/é%(‘NO)(/éAD _/éEM‘) ¢ -¢

hid obs alq obs hid obs (6 5)

Como A,y = € ,p / [AD], siendo ¢ ,j el coeficiente de absorcion molar
del aducto y / el paso optico de la cubeta, la Ec 65 puede escribirse en términos de

absorbancia:

alq obs

AD T (,é }LNO +/é\£NO)(/é

hid obs alq obs

AD ENA
hid ’éom

L e LEDC BN ENAL e, e,
( e i e )
) (66)

Ap v 2 son las variables dependiente e independiente de manera que la

Ec 66 puede escribirse abreviadamente asf:

b-¢ (67)
dond ] AONO LENA TN AS LACNO | pACNOY -y pAD LENA
ondea = ( alqobs ““obs [E ]o ) / ( hid obs alq obs ) /éhld ob> :

El ajuste no lineal de la Ec 70 permite conocer las constantes de

velocidad de alquilacién de la NBP por el ACNO para formar el aducto NBP-ACNO

( M\:NO) de hidrélisis del mismo (4, ) y el coeficiente de absorcién molar del aducto (&,p)-

Como el parametro ¢ es la constante de velocidad de descomposicion
del ENA, conocida previamente (véase Apartado 3.2.3.1.) con el valor obtenido del ajuste
no lineal a la Ec 67 podemos verificar dicho valor y comprobar la validez del ajuste.

Con el inverso del factor preexponencial a/(b) y, como

RANO = pacNo [NBP] y AN = pANO [H,O], (Ec 58 y 59) puede escribirse:

alq obs alq h1d obs hid

(b - U) [ENA]O = ENA
a ol R

obs

[H, O](/eh}f é){ j L, (@;}f )
ACNO ENA
[NBP] w ! Ry, (68)
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Al representar el primer término de la Ec 68 frente al inverso de [NBP],

ACNO
/éalq

/ /éfi;No) y el coeficiente de absorcién molar del aducto.

se puede calcular (
En medio acido (pH < 6,5) las constantes de velocidad de hidrolisis del

aducto NBP-ACNO (4.7) y la de velocidad observada de descomposicién del ENA

(&™) son: £ =1,80%10°min" y £™ =3,77x10°min" a pH 625 y T = 37,5 °C.

obs
ENA - ~ ENA AD . .
Como £, " tiene un valor muy pequefioy £, <K £, la Ec 66 puede simplificarse:

&
AD

AD alq obs ““obs id ¢

NJ ACN ) -c
(@\g e T R ) Ko (69)

] o ACNO ENA [ENA], (1 i )

La Ec 69 puede ajustarse a una de la forma:

]:d(l—erm)'f‘f (70)

_ ACNO 7 ENA ACNO ACNO AD _ 7 AD
donde a, b Y ¢ son: a— (EAD //éulqobs /éobs DENA]U )/[(/éhldobs + /éalqobs )/éhid j| > b - /éhld y ¢ un
factor de correccion.

Con el inverso del factor preexponencial (@) y las Ec 58 y 59 se puede

escribit:

1 H O E}D A‘CNO 1 :}D
—[ENA], = = ]%S\ /ékxiNo + at ENA
a Eip ! £ 4 mBP] Eid / /éobs (71)

obs alq

La representacion del primer término de la Ec 71 frente al inverso de la

concentracion de NBP, permite determinar el cociente (/é;f:No / /élngo) y el coeficiente de

absorcion molar del aducto.

3.2.3.2.2. Método experimental

El Esquema 3.11. muestra el seguimiento cinético de la reaccion de
alquilacién de 1a NBP por el 6xido de acetonitrilo.

El aducto NBP-ACNO en presencia de una base como la trietilamina
adquiere color, lo que permite seguir su formacién en la region visible del espectro (Figura
3.11). La longitud de onda seleccionada para estudiar la reaccién de alquilacion

corresponde a su maximo de absorcién, 4 = 519 nm.
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3. Parte experimental

HyC-C=N-Or H3C-C=N-O

N +
P H,C-C=N-Or AN | N |

ACNO _ Et;N | . EuNH

pH 12
NO,
NO, NO,
NBP I. Aducto NBP-ACNO I1. Aducto NBP-ACNO
incoloro coloreado

Esquema 3.11. Seguimiento de la reaccién de alquilacion de la NBP por el éxido de acetonitrilo

Se ha trabajado con exceso de NBP frente al 4cido etilnitrélico y a pH

constante mediante el empleo de disoluciones reguladoras. Como la molécula de NBP es

poco soluble en agua, se han utilizado mezclas agua:dioxano en proporcion 7:3 (v/v).

b)

A =519 nm

At

400 500 600 700 400 500 600 700

Figura 3.11. (@) Espectrogramas que muestran la variacién de la absorbancia del
aducto en su formacioén y (b) descomposicion. Medio 7:3 (Tampdn borato:dioxano)
pH 9,17; T = 30,0 °C; [ENA], = 8,37 x 10 M; [NBP], = 2,6 X 102 M.

3.2.4. Reactivos y equipo de trabajo
3.2.4.1. Reactivos utilizados

Los reactivos acido acético glacial y dihidrogenofosfato de sodio dihidratado,

utilizados para preparar las disoluciones reguladoras, son Panreac PRS. El tetraborato de

sodio decahidratado es Merck.

El agua deuterada utilizada para estudiar el efecto cinético isotépico en las

reacciones de descomposicion del ENA y del NMP es un reactivo Aldrich (98%).
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Las especies NMP y ENA se han sintetizado a partir del acido sérbico y del

nitroetano, respectivamente, como se indica a continuacion.

3.2.4.2. Sintesis de NMP

La especie 1,4-dinitro-2-metilpirrol se ha obtenido por reaccién entre acido
sorbico y nitrito sédico. En el Esquema 3.12. se muestran los principales productos de la
reaccion entre el acido sérbico y el nitrito soédico en funcion del pH (Namiki ef al., 1981).
La formacién mayoritaria de un producto u otro depende del pH del medio de reaccién

(véase Apartado 2.8.).

O

Acido sétrbico

‘ pH 3,5 pH 4,2 pH 1,5 \ pH 1,5
NO o
2 H3C-C-NO, CsH O4N, S
/ \ I OH
N-OH -NO,, -NO A
H;C N -CHO
' ENA O O
NO,
NMP

Esquema 3.12. Influencia del pH en la reaccion entre el acido sérbico y el nitrito sédico

El NMP se forma en el intervalo de pH comprendido entre 3,0 y 5,0 con un
maximo en pH 3,5 mientras que la formacion del acido etilnitrélico (ENA) tiene lugar entre
pH 3,5 y 5,0 obteniéndose mayor rendimiento en pH 4,2. A pH 1,5 estos productos son
reemplazados por otras especies como las mostradas en el Esquema 3.12.; especies que
contienen grupos funcionales del tipo -NO,, -NO o —CHO y un derivado del furoxano
ademas de otros productos minoritarios no identificados. Por encima de pH 6 la reaccion
no tiene lugar (Namiki ez /., 1981).

Para optimizar el rendimiento de la reacciéon de formacién del NMP se ha
trabajado con exceso de nitrito sédico frente al acido sérbico (8:1) a pH 3,5, como muestra

la Figura 3.12. (Namiki e# al, 1981).
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[Producto], mM
[\

0 4 8 12 16
Relacion molar

(Nitrito sédico/4cido sérbico)

Figura 3.12. Efecto de la relacién molar entre el nitrito
sodico y el 4cido sorbico en la reacciéon de formacién de
NMP y ENA. El acido sérbico (20 mM) reacciona con el
nitrito sédico a pH 3,5 y 60 °C durante 30 minutos.

La especie NMP se ha obtenido por reaccion entre acido soérbico y nitrito
sodico en disolucion acuosa a pH 3,5.

La disoluciéon de nitrito sédico (11,0 g) se afiade a una disoluciéon de acido
s6tbico (2,2 g) en un volumen total de 200 cm’, de manera que las concentraciones de
ambas especies en la mezcla de reacciéon resultan 0,1 y 0,8 M, respectivamente. La reaccion
tiene lugar a pH constante (pH 3,5) mediante la adicién de acido sulftrico concentrado
durante dos horas a 60 °C.

La extraccién del producto se ha llevado a cabo con cuatro porciones de 50
cm’ de diclorometano. Los extractos se lavan con agua, se secan con sulfato sédico anhidro
y se evapora el disolvente en el rotavapor.

El residuo obtenido tiene impurezas, observadas en el espectro de '"H-RMN

en cloroformo. Las estructuras de las posibles especies presentes se muestran en la Figura

3.13.

CH3 HSC 02N
4 \/; 2/ \ 2/ \
NO, NO, NO,

Figura 3.13. Posibles impurezas presentes en el residuo obtenido
en la reaccion entre el acido sorbico y el nitrito sédico.
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La recristalizaciéon del NMP se ha llevado a cabo en cloroformo-éter. Las
sefiales obtenidas en el espectro de "H-RMN del sélido puro en cloroformo deuterado son
las siguientes (véase Apéndice A):

Experimental: 'H-RMN (CDCL): & 2,64 (s, 3H, CH,), 7,9 (d, 1H, CH=C
(CH,)-N-NO,), 8,8 (d, 1H, CH-N-NO,).

Resultados bibliograficos (Kito y Namiki, 1978): 'H-RMN (CDCl,): 62,65 (s,
3H, CH,), 7,91 (d, 1H, CH=C (CH,)-N-NO,), 8,88 (d, 1H, CH-N-NO,).

Las sefales obtenidas en el espectro vis-UV de la especie NMP en disolucion
. en nm (g M'em™): 209 (11.621 + 123), 229 (17.428 + 135), 270
(13.551 + 107), 329 (8.764 * 66), 385 (1.806 + 19).

La masa calculada para C;H.N,ONa (M'Na) es 194,017227, el valor
encontrado es 194,0187.

acuosa son: UV A_.

Los reactivos utilizados en la sintesis del NMP han sido:

El acido sérbico, el nitrito sédico y el 4acido sulfirico empleados son Panreac
PRS.

El diclorometano PA utilizado en la extraccién del producto y los disolventes
empleados en el proceso de recristalizacion, el cloroformo y el éter, han sido productos
Panreac.

Los espectros de 'H-RMN se han obtenido con un espectrémetro Mod.
Mercury 1752000 (200 MHz).

Para determinar la masa del producto se ha utilizado un espectrometro de

masas OSTAR XI. TOF-MS (Applied Biosystems).

3.2.4.3. Sintesis de ENA

El acido etilnitrélico se ha sintetizado por reacciéon de nitrosacion del
nitroetano en medio acido (Pérez Prior ez al., 2008).

El nitroetano reacciona rapidamente con acido nitroso como acido nitrénico.
El mecanismo de reaccién se resume en el Esquema 3.13. La reaccién podria transcurrir de
forma irreversible en el atomo de oxigeno del 4cido nitrénico seguido de un

reordenamiento del grupo nitroso (Iglesias y Williams, 1988).
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+ /O_
HyC—CH,NO, == CHyHC=N. .

H;0" HNO,/H"

4,0_
HiC-CH=N| | —= CHy-CHNO, == H;C-C-NO,
ON’ NO NOH
ENA

Esquema 3.13. Mecanismo de nitrosacion de nitroetano pata generar acido etilnitrélico (ENA).

La sintesis del ENA se ha hecho mediante un procedimiento analogo al
empleado para la obtencién de nitrosaminas (Roberts e Ingold, 1973).

El nitrito sédico (8,9 g) se afiade a una disolucién de nitroetano (8 cm’) en
disolucién acuosa de hidréxido sédico (4,3 g en 100 cm”) a 0 °C. A temperaturas superiores
a 20 °C se forman oxidos de nitrégeno. Se trabaja con pequefio exceso de nitrito sédico.
Simultineamente a la adicién del nitrito sédico, se afiade lentamente una disolucion de
acido sulfurico (5 M) para mantener el pH acido en la mezcla durante el tiempo de
reaccion.

La extraccién del producto ENA se lleva a cabo con tres porciones de 50 cm’
de éter. Los extractos se secan con sulfato sédico anhidro y se evapora el disolvente en el
rotavapor.

El residuo se recristaliza con diclorometano-hexano. Debido a la inestabilidad
del ENA a temperatura ambiente, se almacena a 0 °C y en atmoésfera de Ar.

Las sefiales obtenidas en el espectro de 'H-RMN del sélido recristalizado se
muestran a continuacién (véase Apéndice A).

Experimental: 'H-RMN (CDCL): & 2,46 (s, 3H, CH,), 9,3 (ancho y variable,
1H, OH) Resultados bibliograficos (Namiki y Kada, 1975): 'H-RMN (CDCLy): § 2,5 (s, 3H,
CH,), 9,9 (ancho y variable, 1H, OH).

El espectro vis-UV de la especie ENA presenta los siguientes picos: UV A4,
in nm (g M'cm™): 240 (pH 4cido, 4341 + 29), 328 (pH basico, 8237 + 17).

El punto de fusién del sélido obtenido es 85 °C.
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Los reactivos utilizados han sido:
El nitroetano (96 %) es Aldrich y el hidréxido sédico es Fluka (298 %). El
hexano utilizado como disolvente de extraccion es Panreac.

El resto de reactivos empleados en la sintesis del ENA estan descritos en el

Apartado 3.2.4.2.

3.2.4.4. Equipo de trabajo
El equipo de trabajo utilizado para llevar a cabo el seguimiento cinético de las

reacciones de descomposicion y alquilacion se describe en el Apartado 3.1.4.2.
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Resultados y discusion






«The characteristics of sorbic acid which make it a
better preservative for foods include its very low
acute toxicity; higher solubility of its salts; absence
of taste, odor, and color when used in proper
concentration; antimicrobial action even at higher
PH (6.0-6.5); and its metabolization by normal
physiological pathways»

B. R. Thakur, K. Singh, S. S. Arya, 1994

4. Resultados y discusion
4.1.Reaccion de alquilacion de NBP por el acido sorbico y sus sales
4.1.1. Reaccion de alquilacion de NBP por acido sorbico

4.1.1.1. Formacion del aducto NBP-acido sorbico

La alquilaciéon de la 4-(p-nitrobencil)piridina (NBP) por el acido sérbico
transcurre con la forma no disociada del acido (HS) como agente alquilante, para formar el
aducto NBP-HS (véase Apartado 3.1.2.1.).

Como la NBP es un nucleéfilo fuerte, puede reaccionar en las posiciones 3 6
5 de la molécula de acido sérbico (Khandelwal y Wedzicha, 1990) (Figura 4.1.; véase
Apartado 2.4.).

5/43/\2410}1 S/\is/ilOH
( Y ( !

NBP © NBP

a b

Figura 4.1. Reaccién de adicién de la NBP en el
carbono 3 (a) y 5 (b) de la molécula de 4cido sérbico.
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La adicion en C5 parece mas favorable, debido a la mayor deslocalizacion de
la carga en la especie resultante del ataque nucleofilico en dicha posicion (Khandelwal y
Wedzicha, 1990). Para verificar esta adicion en C5 se han calculado las barreras energéticas
(Apartado 3.1.2.2.4.) correspondientes a las diferencias de energia, entalpia y energfa libre

de Gibbs entre los reactivos y los respectivos estados de transicion en las posiciones C5 y

(3 (Tabla 4.1.)

Tabla 4.1. Valores de energia, entalpia y energia libre de Gibbs de activacién para las
reacciones de adicion de la NBP sobre la molécula de dcido sérbico en €3y C5.

Reaccion entre el acido E, AH? AGH p5:¢
sétbico y la NBP (k] mol) (k] mol) (k] mol)

3 98 101 152

c5 84 87 137

Como puede verse, la energia para la adicion en C3 es superior que en C5.
Ello, junto a la existencia de una mayor deslocalizacion electrénica en el aducto resultante
de la adicion en C5, sugiere que la formacion del aducto NBP-acido sérbico transcurre en
este sitio.

La etapa posterior a la formacién del aducto es la protonacion del mismo, que
puede tener lugar en los carbonos 2 6 4 de la molécula del acido para formar los
compuestos a,f 6 fB,y-insaturado, respectivamente.

De forma general, la estabilidad de los dobles enlaces a,f-insaturados es
mayor que la que presentan los f,y -insaturados (¢, por ¢j., Gomez Bombarelli, ef al.,
2009). Asi en la molécula de butenoato de metilo cuya estructura es semejante a la del

sorbato, la estabilidad de su isémero a,f-insaturado es mayor que la del f,y~insaturado

(Figura 4.2.)

_ -1
\/\H/O\ AGisom =30 k] mol WO\
O O
Insaturacion o, Insaturacion S,y

Figura 4.2. Energfa de isomerizacion entre los isémeros del butenoato de metilo.
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Asi pues, la alquilaciéon de la NBP por el acido sérbico tendra lugar en el
carbono 5 de la molécula del acido y su posterior protonacion conducira al aducto NBP-

HS con un doble enlace a,f-insaturado (Esquema 4.1.).

O K O
HS S
G OH
a) NBP M
O I}]\ O
/\/\)J\ b) H* |
NN 0ol Z
klﬂxlq
HS
NO,
AD NBP-HS

Esquema 4.1. Mecanismo de la reaccién de alquilacion
de la NBP por acido sérbico.

El seguimiento cinético de la reacciéon de alquilacion se ha llevado a cabo en
medios de acidez constante. Para ello se ha empleado la propia mezcla sérbico/sorbato

como sistema regulador, utilizando como bases hidréxido sédico y potasico (véase

Apartado 3.1.2)).

4.1.1.2. Ecuacion de velocidad
La ecuaciéon de velocidad manejada para la reacciéon de formacion del aducto

NBP-HS (véase Apartado 3.1.2.) es:

d[AD] _ [H]
ds — Rg K{, + [H+] [S] [NBP] (4)

)=

donde [S] es la concentracion de sorbato total -suma de la forma disociada y sin disociar del

acido sorbico- y [NBP] la concentracion de NBP sin protonar (Esquema 4.2.).
Como se trabaja en un margen de pH préximo al valor del pK,; de la NBP

(pK,, = 4,3 en un medio 7:3 agua:dioxano) una fracciéon importante de la misma se

encuentra protonada (NBPH"):
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K,
NBPH" ——“=>NBP+ H"

Esquema 4.2. Equilibrio 4cido base de la NBP

Por tanto, la constante de equilibtio de desprotonacién de la especie NBPH"

se puede escribir de la forma:

B +
Kﬂ — m P][H ] — 10*4,3

[NBPH' | (72)

Como la concentracién total de NBP es la suma de las concentraciones de sus

formas acida (NBPH") y béasica (NBP):

[NBP],, =[NBPH"]+[NBP] (73)

la concentracion de NBP se puede conocer con la Ec 74, para un determinado valor de pH:

_ 1
[NBP] - meltotal 104,3 [H+] +1 (74)

Se ha manejado la ecuacion de velocidad integrada en términos de

1[Mjé
A4, ®)

definidos A, A, y A,, , como la absorbancia del aducto inicial, a tiempo 7y a tiempo

absorbancia:

infinito, respectivamente.

La pendiente de la recta obtenida al representar el primer miembro de la Ec 8
frente al tiempo (Figura 4.3.b) permite conocer la pseudoconstante de velocidad de orden
uno. La Figura 4.3.a muestra, como ejemplo, la variacién de la absorbancia del aducto con

el tiempo (Ec 12) para el sistema acido sérbico/sorbato potasico.

A=A (14 )+ A 12)

El buen ajuste de los resultados experimentales a la ecuacion integrada de
velocidad (Figura 4.3.a y 4.3.b) verifica el orden uno con respecto a la concentraciéon de
NBP, que es el reactivo limitante. En el caso del sistema acido sérbico/sorbato sédico se

verifica también orden uno respecto a la concentraciéon de NBP.
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3
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g
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Figura 4.3. (a) Variacién de la absorbancia del aducto NBP-Sorbato con el tiempo a

una longitud de onda 4 = 580 nm. (b) Ajuste lineal de los tesultados a la Ec 8. Medio
7:3, agua:dioxano; pH 5,78; T" = 35,0 °C; [NBP], = 2,90 x 103 M; [S], = 0,15 M;
[KOH], = 0,1 M.

Como la constante de velocidad de descomposiciéon del acido sérbico en
disolucién acuosa es muy pequefia, &, = 1,5 x 10° min" a pH 5,0 y T = 37,0 °C (Arya,

1980) su influencia en la reaccién de alquilaciéon no se ha tomado en consideracion.

4.1.1.3. Determinacion del pK, del acido sé6rbico
La especie efectiva en la reaccion de alquilacion de la NBP por acido sorbico

es la forma no disociada por tanto es necesario conocer su concentracion en la mezcla de
reaccion, [HA]=[H'][S]/(K, +[H']), donde K, es la constante de disociacion del 4cido.
La determinacién de K, (Esquema 4.3.) en agua y en mezclas agua:dioxano se

ha llevado a cabo espectrofotométricamente y mediante volumetria acido-base (véase

Apartado 3.1.2.2.2. y Apéndice C).

H H O K H H O
N LT U N
HSC/ \(I:/ Q(I:/ \OH —_— HSC/ \(I:/ \\(I:/ \O + H
H H H H
HS S

Esquema 4.3. Estructuras de las especies acida (HS) y basica (§°) del acido sérbico.

4.1.1.3.1. Método espectrofotométrico
La Figura 4.4.a muestra los espectrogramas del acido sérbico en medio

7:3, agua:dioxano, al modificar el pH del medio, pH 3,8-9,2, con hidréxido sédico. La
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variacion de la absorbancia a la longitud de onda correspondiente al maximo de absorcion
del acido sérbico (4 = 265 nm) permite conocer el valor de la constante de disociacién
mediante la ecuacién de Henderson-Hasselbalch (Figura 4.4.b):

[S] — Ai' _A)~

pH =pK, +log =pK -log——
[HS] A, - Ay (13)

donde A5 y A son las absorbancias de las formas no disociada (4 = 265 nm, pH ~ 3,8 en
medio 7:3, agua:dioxano) y disociada (4 = 265 nm, pH ~ 92 en medio 7:3)
respectivamente y .4, es la absorbancia del acido sérbico a diferentes valores de pH (¢

Apartado 3.1.2.2.2.).

10
b) y=1,0377x + 5,6221
8 R®=0,9986
< T 6]
4 _
2
350 -2 -1 0 1 2 3

log (Ax-A;/A;-Ay)

Figura 4.4. (a) Espectrogramas del dcido sorbico a diferentes valores de pH y

(b) determinacién del pK, del dcido sérbico, A = 265 nm en medio 7:3,
agua:dioxano, a T'= 25,0 °C. [HS] = 2,85 X 105 M.

El valor de pK, obtenido es pK, = 5,6 + 0,1 a T'= 25,0 °C y medio 7:3.
agua:dioxano.
Como la variacion de K, con la T en el intervalo de temperatura en que

se ha trabajado es muy pequena, no se ha tenido en cuenta.
4.1.1.3.2. Método volumétrico

La constante de disociaciéon del acido sérbico se ha medido también

mediante volumetria acido-base (¢, Apartado 3.1.2.2.2.).
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A modo de ejemplo, se muestra en la Figura 4.5.a la curva de valoracion
del acido sérbico en medio 7:3, agua:dioxano. Conocido el volumen de hidréoxido sédico
consumido en la valoracién, se puede conocer el valor del pK, (Figura 4.5.b):

Vi =V (14)

14 7
a) b)
1 v = 1,0245x + 5,6854
6 R? = 0,9996

10
Ay T 5
o o

8 ,

6 - 4

4‘ T T T 3 T T

0 1,7 34 5,1 6,8 -1,6 -1 -0,4 0,2
V nuoms cm’ log [V/ (Vinax- V)]

Figura 4.5. (a) Curva de valoracién del acido sérbico en medio 7:3, agua:dioxano y
(b) determinacién del pK, del acido sérbico a T = 25,0 °C. [HS] = 2 X 103 M;
[NaOH] = 9,38 X 103 M.

El valor del pK, obtenido es: pK, = 5,6 £ 0,1 a T'= 25,0 °C y medio 7:3,
agua:dioxano. Este valor coincide con el determinado mediante espectrofotometria.

Para conocer la influencia del medio de reaccién sobre la constante de
disociacion del 4cido sorbico, se ha determinado su valor en diferentes medios
agua:dioxano. Como el valor obtenido para la constante de disociaciéon es el mismo con
ambos métodos, se ha medido en medios con diferente proporcién de dioxano mediante

volumetria acido-base. La Tabla 4.2 recoge los resultados.
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Tabla 4.2. Constante de disociacion del acido sérbico
en diferentes medios agua:dioxano; T = 25,0 °C.

Agua:dioxano 10> K
eb

(v/v) )

10/0 1,5£0,3 78,49
9/1 1,0£0,3 69,71
8/2 0,5+0,1 60,84
7/3 0,25 + 0,05 51,92
6/4 0,08 + 0,02 42,99
5/5 0,030 £ 0,007 34,27

a2 Valor promedio

b Resultados bibliograficos (Timmermans, 1960; Akerlof
y Sort, 1936) o calculados mediante interpolacién lineal a
partir de estos (véase Apéndice C).

Al relacionar la constante dieléctrica del disolvente con el mecanismo de
reaccion en procesos que implican cambios en el momento dipolar, como la formacién de
iones amonio cuaternarios (Vaneven y Haulait-Pirson, 1977), la solvolisis (Smith ez a/,
1961) o la transferencia protonica (Brzezinski y Zundel, 1983; Fritsch y Zundel, 1981) se ha
observado una dependencia entre la constante de velocidad y la constante dieléctrica. Esta
relacién se establece entre la constante de velocidad, su inverso o el logaritmo de la misma
y el coeficiente de Onsager (Kalsi e a/., 1987). Se ha comprobado (Fritsch y Zundel, 1981)
que el equilibtio que implica una transferencia protonica del tipo OH--N+=—=0 ---H'N
esta desplazado a favor de la estructura polar en proporcion con el parametro de Onsager
(5—1)/ (2e+1) (Onsager, 1936). Este hecho puede ser la causa de la interaccién entre el
momento dipolar del enlace de hidrégeno y el campo resultante de la polarizacion del
entorno por el dipolo (Fritsch y Zundel, 1981).

En la Figura 4.6. se muestra la variaciéon de la constante de disociacion del acido
sorbico en medios agua:dioxano con el parametro de Onsager (5—1)/ (2e+1) (Onsager,
1936) observandose una relaciéon lineal entre el In K, y dicho parametro. Segun el

comportamiento mostrado en la Figura 4.6, podria decirse que el equilibrio

HS—=S8 +H" ocurre a través del mecanismo mostrado en el Esquema 4.4.
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y = 330,06x - 173,17
R*=0979

17
0,475 0,485 0,495
(e-1)/ (2&+1)

Figura 4.6. Variacion de la constante de disociacion del acido sérbico
en medios agua:dioxano con el coeficiente de Onsager a T'= 25,0 °C.

Ié{ Ié{ (g H,0 bR H Ig Ig ('c')
AT P SN AN + 2 —_— /CQ /C\ _C_ - V4 _— P TL P SN2 SIN H.O
Hy, e e oH H,C™ e S 0 -0 H,CTeTeT o T
H H H H H H H
HS s

Esquema 4.4. Formacién de enlaces O---H en el equilibrio de disociacién del acido sérbico.

4.1.1.4. Influencia del pH

Para determinar la influencia que el pH ejerce sobre la constante de velocidad
de alquilacién de la NBP por acido soérbico, se ha trabajado en un intervalo de pH
comprendido entre 5-6. Por debajo de pH 5 la forma predominante del acido sérbico es la
acida (pK, 5,6 en medio 7:3 agua:dioxano a T'= 25,0 °C) y, como la solubilidad del acido
s6tbico en agua es muy baja (1,6 g I'' a 25,0 °C; Thakur, 1994) hay problemas de
solubilidad. Para valores de pH > 6, como la forma disociada del acido sérbico es la que
predomina, la reaccion de alquilaciéon de la NBP es muy lenta, del orden de meses.

Para mantener la acidez constante a lo largo de la reaccion se han utilizado las
mezclas acido sérbico/sorbato potasico y acido sérbico/sorbato sédico como sistemas
reguladores (¢f. Apartado 3.1.2.).

La Tabla 4.3. recoge los valores de las pseudoconstantes de velocidad de
orden uno k; en funcién del pH para los dos sistemas estudiados, HS+NaOH y

HS+KOH, donde HS es la forma no disociada del 4cido sétbico.
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Tabla 4.3. Efecto del pH en la reaccién de alquilacién de la NBP por el acido sérbico en los
sistemas HS+KOH y HS+NaOH en 7:3, agua:dioxano; T' = 35,0 °C.

HS+NBP+KOH: HS+NBP+NaOH>
pH [S] 104 &y pH [S] 104 &y
™) (min!) ™) (min!)

] ] - 5,46 0,20 2,88 + 0,04
5,59 0,19 2,96 + 0,04 5,59 0,19 2,18 + 0,03
5,65 0,18 2,31+ 0,02 5,65 0,18 1,90 + 0,03
5,78 0,15 1,43 + 0,01 5,80 0,15 1,34 + 0,01
5,89 0,14 1,06 + 0,02 - - -

- - - 6,05 0,13 0,61 + 0,02

- - - 6,32 0,11 0,44 + 0,01

J[KOH] = 0,1 M; *[NaOH] = 0,1 M
<Desviacién estandar
[NBP], = 2,80-2,97 x 103 M (pH 5,46-6,32)

La dependencia de 4, con la acidez del medio viene dada por la siguiente

expresion:

= /éalq & [S]
K, +[H] 6)

1

donde K, la constante de equilibrio de disociaciéon del acido sérbico en medio 7:3,

agua:dioxano, previamente calculada, K, = 2,5 x 10° M.

La representacion de la pseudoconstante de velocidad de orden uno £, frente
al cociente [H+][S]/ (K + [H+]) es una linea recta (Figura 4.7.). Asi se verifica la Ec 6. Con

el valor de la pendiente de la recta obtenida se conoce la constante de alquilaciéon de la

NBP por el 4cido sérbico £,
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0,0004
0,0003 - o
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i 0,0002 -
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0,0001
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[SI[H"]/(K.+[H'])

Figura 4.7. Variacién de la pseudo-constante de velocidad de
alquilacion de la NBP por el 4cido sorbico con [H'J[S]/(K, +[H'])
en 7:3, agua:dioxano, en la mezcla HS+NBP+NaOH. T = 35,0 °C;
[NBP]o = 3 X 10> M.

4.1.1.5. Parametros de activacion

Para estudiar la influencia de la temperatura sobre la constante de alquilacién
de la NBP por el acido sorbico se ha trabajado en un intervalo de temperatura
comprendido entre 30,0 y 37,5 °C. La Tabla 4.4. recoge los valores de las constantes de

orden dos, £&,., a diferentes temperaturas.

alq>

Tabla 4.4. Influencia de la temperatura en la reaccién de alquilaciéon de la
NBP por el acido sérbico en los sistemas HS+KOH y HS+NaOH en 7:3,
agua:dioxano.

T 10544t
O (M1 s°1)

HS+NBP+KOHP HS+NBP+NaOH:«
30,0 41+01 3.4+ 0,1
325 50+ 0,1 35402
35,0 6,5+ 0,5 42 +0,2
37,5 7,3+ 0,1 45+0,1

aDesviacion estaindar
b[KOH] = 0,1 M; [NBP], = 2,86 x 10> M; [S] = 0,19 M
<[NaOH] = 0,1 M; [NBP], = 2,82 x 103 M; [S] = 0,20 M

Los parametros de activaciéon se han determinado con las ecuaciones de

Arrhenius y Eyring-Wynne-Jones:
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Ink =1nA - E,
RT

(75)
£_AS* h AH' 1
In—= -ln—- —
T R k, R T (76)
La Figura 4.8. muestra el cumplimiento de las Ec 75 y 76 con los sistemas
acido sorbico/sorbato potasico y acido sorbico/sorbato sédico.
12 19 12 18
a) b)
11 R*=0,9812 - 18
11 R*=0,936

T
—_
-

-ln kaygq
=
|
3
-In (kaq/ T)

-ln kaygq
=
\\ ‘
-In (kaq/ T)

9 - - 16
/ /— 16
8 ] 15 ?] 2
R*=0,9796 R™=0,9248
7 . . 14 8 . . 15
3,19 324 329 334 3,19 324 329 334
10°1/ 1), K" 10°(1/ 1), K"

Figura 4.8. Representacion de Arrhenius (@) y Eyring (A) para la reaccion de alquilaciéon de la
NBP por el 4cido sérbico en los sistemas (a) HS+NBP+KOH y (b) HS+NBP+NaOH.

Los valores de la energfa y la entalpia de activacion obtenidos para los sistemas
acido sérbico/sorbato potasico y acido sérbico/sorbato sédico se recogen en la Tabla 4.5.

Debido al elevado error asociado a la entropfa de activacién, no se ha tenido en

consideracién.

La entalpia de activacion obtenida para la reaccion entre NBP y acido sérbico,

AH' = 87 k] mol', es acorde con la entalpfa de activacion para el sistema acido

sorbico/sorbato potasico. En presencia del i6n Na este valor se reduce aproximadamente

a la mitad.
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Tabla 4.5. Influencia de la temperatura en la reaccién de
alquilacién de la NBP por el acido sérbico en los sistemas
HS+KOH y HS+NaOH en 7:3, agua:dioxano.

E AHt
Mezcla de reaccidon
(kJ mol?) (kJ mol?)
HS+NBP+KOHP 63+6 606
HS+NBP+NaOHs 31+6 28+6

aDesviacion estandar
P[KOH] = 0,1 M; [NBP], = 2,86 x 103 M; [S] = 0,19 M
¢[NaOH] = 0,1 M; [NBP], = 2,82 x 103 M; [S] = 0,20 M

Debido a las diferencias observadas en AH* para los dos sistemas estudiados
donde la tnica diferencia es el i6n metalico presente en el medio, Na* o K, se ha estudiado
la posible influencia de estos cationes en la constante de disociacion del acido sérbico.

El valor de pK, obtenido para el acido sérbico en medio 7:3, agua:dioxano, a
T = 25,0 °C, para el sistema 4cido sorbico/sorbato sédico es pK, = 5,6 + 0,1, (véase
Apartado 4.1.1.3.) coincidente con el encontrado para el sistema acido sérbico/sorbato
potasico.

Al no observarse variacion alguna en el valor de la constante de disociacion del
4cido s6rbico en presencia los iones metalicos Na*™ y K7, se estudid la influencia de estos en
el comportamiento del anién sorbato (§) en disoluciéon acuosa mediante medidas de
conductividad. Se midi6 la conductividad molar limite del anién sorbato en las sales sodica

y potasica de dicho acido, asf como la constante de asociacion i6nica en ambos casos (Ky,sy

Kys) (Tabla 4.6.; ¢f. Apéndice E).

Tabla 4.6. Conductividad molar limite de las sales sodica y potasica del acido
sorbico y del anién sorbato y constante de asociacion idnica

A° i
Compuesto K )
(S cm? mol-1)a (S cm? mol?)
Sorbato sédico 84,0 £ 0,2 57x04 339
Sorbato potasico 106,5 £ 0,2 6,2+03 33,0

T=25,0°C
aDesviacion estandar

Se observa que las constantes de disociaciéon del acido sorbico (K) y de
equilibrio entre los iones, S, Na" o K, y el par iénico asociado, Na'S o K'S™ (K5 y Ki),

no se ven influenciadas por el cation metilico presente en el medio.
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4.1.2. Reaccion de alquilacion de NBP por sorbato potasico

4.1.2.1. Ecuacién de velocidad

Conocida la capacidad alquilante del acido sérbico frente a la NBP se ha
abordado el estudio de la actividad alquilante del sorbato potasico, sal empleada
habitualmente como conservante alimentario debido a su elevada solubilidad en disolucién
acuosa (>50 % a 25 °C) comparada con la del acido sérbico (0,16 % a 25 °C; Thakur e al.,
1994).

La forma no disociada HS, en equilibrio acido base con la forma disociada S,
reacciona con la molécula de NBP para dar lugar al aducto NBP-HS (AD),
comportamiento analogo al observado para el acido soérbico puesto que la especie

alquilante (HS) es la misma en ambos casos (¢ véase Apartado 3.1.2. y Esquema 4.5.).

HS = 4§

g
HS+NBP—% 5 AD

Esquema 4.5. Mecanismo de la reaccion de
alquilacion de la NBP por el sorbato potasico.

La ecuacion de velocidad integrada expresada en términos de absorbancia

tiene la siguiente forma:

A=A (M)At 0

La Figura 4.9.a muestra el ajuste de los resultados experimentales a la Ec 12.
Para determinar el valor de la pseudoconstante de velocidad 4, se ha manejado la ecuacion

linealizada en términos de absorbancia (Ec 8) (Figura 4.9.b).
A, -A
» [_j oy
A4 ®

El ajuste de los resultados experimentales a las Ec 8 y 12, verifica el orden

uno respecto a la concentracion de NBP.
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0,8 2,0
a) —_ b)
‘g 1,5 1 R?= 0.9984
N
< =10 A
<
8
T 05
k=
0 T T T 0,0 T T T
0 9000 18000 27000 36000 0 5000 10000 15000
t, min t, min

Figura 4.9. (a) Variacién de la absorbancia del aducto NBP-Sorbato con el tiempo a

una longitud de onda A = 580 nm. (b) Ajuste lineal de los resultados expetimentales a
la Ec 8. Medio 7:3, agua:dioxano; pH 5,53; T' = 35,0 °C; [NBP], = 2,83 X 103 M; [S].
=0,2 M; [HCI], = 0,1 M.

4.1.2.2. Influencia del pH

Para conocer la influencia del pH sobre la constante de alquilaciéon de NBP
por sorbato se ha trabajado en medios de diferente acidez con la mezcla reguladora
KS/HCIL. En la Tabla 4.7. se muestran los valores de la pseudoconstante de velocidad de

alquilacion, £, en el intervalo de pH 5,4-5,9.

Tabla 4.7. Efecto del pH en la reaccién de alquilacién de la NBP por
el dcido so6rbico en el sistema KA+HCI en 7:3, agua:dioxano (v/v) a

T=35,0°C.
KS+NBP-+HCl:
pH [S] [HCI] 104 Ay
M) ™M) (min-)
5,42 0,175 0,1 1,24 + 0,01
5,56 0,175 0,088 1,27 + 0,01
5,62 0,187 0,087 1,25 + 0,01
5,66 0,175 0,075 0,98 + 0,01
5,76 0,162 0,062 0,90 + 0,01
5,90 0,15 0,05 0,56 + 0,01

aDesviacion estaindar
[NBP], = 2,79-2,93 x 10> M (pH 5,42-5,9)

- 109 -



Reaccion de alguilacion de la NBP por el sorbato potdsico

La pseudoconstante de velocidad de orden uno, £,, viene definida de la

forma:

= /éalq & [S]
K, +[H] 6)

1

donde K, es la constante de equilibrio de disociaciéon del acido sérbico en medio 7:3,
agua:dioxano (K, = 2,5 x 10° M).
La representacion del primer miembro de la Ec 6 frente al cociente

[H+][S]/ (K+[H+]) conduce a una linea recta (Figura 4.10.) cuya pendiente permite

conocer la constante de alquilacion, £,

0,0004

0,0003 |

0,0002 ~

k1, min

0,0001

0 0,05 0,1 0,15
[SIH"]/(K,+[H"])

Figura 4.10. Variacién de la pseudo-constante de velocidad de
alquilacion de la NBP por el sorbato con [H+][S]/(KM +[H"]) en 7:3,
agua:dioxano. T'= 35,0 °C; [NBP], = 3 X 103 M.

4.1.2.3. Coeficiente de absorcion molar del aducto NBP-sorbato

Para conocer el coeficiente de absorcién molar del aducto NBP-HS, se ha
trabajado con diferentes concentraciones de reactivo limitante, NBP, mantenidas
constantes el resto de variables, temperatura, concentracion de sorbato total (S) y de acido
clorhidrico que forman la mezcla reguladora.

En la Figura 4.11.a se muestran los perfiles cinéticos obtenidos para las seis
mezclas de reaccion estudiadas. Se observa el aumento de la absorbancia con el tiempo
hasta alcanzar una meseta de absorbancia constante (A,). Alcanzado este valor se considera

que todo el reactivo en defecto NBP se ha consumido.
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Para determinar el valor del coeficiente de absorcion del aducto, &,p, se ha
manejado la ecuacion de Lambert-Beer, A~ = &, / [NBP],, siendo /el paso éptico de la
cubeta y [NBP], la concentracién inicial de la NBP. Como la medida de absorbancia se
hace después de diluir con trietilamina (2,4 cm® de la mezcla de reaccion KS+HCI+NBP en
0,6 cm’ de trietilamina, véase Apartado 3.1.2.2.) hay que tener en cuenta esta dilucion para
expresar la concentraciéon de NBP. La representacion de A, (4 = 580 nm) frente a la
concentracion inicial de NBP es una linea recta (Figura 4.11.b) cuya pendiente permite

conocer el coeficiente de absorcion molar del aducto, &, = 215 £ 18 M cm™.

1,20 1,5
b) v =2149x + 0,0095
080 - o R°=0,9725
> > (6)
A < ® & 6
0,40 054 @ Y ®
W S
0,00 ‘ ‘ ‘ 0,0 ‘ ‘
0 7000 14000 21000 28000 0 0,002 0004 0,006
¢, min [NBP], M

Figura 4.11. Coeficiente de absorcién del aducto NBP-HS en 7:3, agua:dioxano a pH
5,56. (a) Variacién de la absorbancia con el tiempo. (b) Determinacién del coeficiente
de absorcion molar del aducto (Ec 119). T'= 35,0 °C; [S], = 0,2 M; [HCI], = 0,1 M;
[NBPJo cubera = 4,55 X 103 M (1), 3,79 X 103 M (2), 3,03 X 103 M (3), 2,27 X 103 M
4), 1,52 X 103 M (5), 0,76 % 10> M (0).

4.1.2.4. Parametros de activacion
La influencia de la temperatura en la reacciéon de alquilaciéon de la NBP por
sorbato se ha estudiado en el intervalo T = 27,5-37,5 °C. La Tabla 4.10. muestra la

variacion de los valores de la constante de alquilacion, £, con la temperatura.

alq>
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Tabla 4.10. Influencia de la temperatura en la reaccién de
alquilacién de la NBP por el acido sérbico en el sistema
KS+HCI en 7:3, agua:dioxano.

T 1054,4°
C0) M s)
27,5 1,12 + 0,01
32,5 1,68 £ 0,01
35,0 2,2+ 04
37,5 3,00 + 0,03

aDesviacion estandar
[HCI] = 0,1 M; [S] = 0,2 M; pH 5,5
[NBP], = 2,8 x 103 M

La Figura 4.12. muestra el ajuste de los resultados experimentales a las

ecuaciones de Arrhenius y Eyring-Wynne-Jones.

12,6 192

- 18 &

N~

Z

¥

- 16,8 =
9 . . 15,6
0,0032 000325 0,0033 0,00335

/7), K'

Figura 4.12. Representaciéon de Arrhenius (@) y Eyring
(A) para la reaccion de alquilacién de la NBP por el 4dcido
sérbico en el sistema KS+HCI.

La Tabla 4.11. recoge la energfa y la entalpia de activaciéon obtenidas en los

tres sistemas estudiados.
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Tabla 4.11. Influencia de la temperatura en la reaccién de
alquilacién de NBP por 4cido sérbico en los sistemas HS+KOH,
HS+NaOH y S+HCl en 7:3, agua:dioxano; T'= 35,0 °C.

E? AH#
Mezcla de reaccién
(k] mol) (k] mol)
HS+NBP+KOH?P 63+6 60+ 6
HS+NBP+NaOHP 31+6 28+ 6
KS+NBP+HCI 78 +7 75+ 7
HS+NBPe 84 87

aDesviacion estandar
bVéase Apartado 4.1.1.
Calculo computacional, véase Apartado 4.1.1.

Al comparar los valores de AHY en los tres sistemas estudiados

HS+NBP+NaOH, HS+NBP+KOH y KS+NBP+HCI, se observa: (i) Los valores de AH*
en los dos sistemas que contienen el cation K en el medio son practicamente iguales y
coinciden con el valor calculado. (i) El valor obtenido para el sistema acido sétrbico/
sorbato sédico es inferior, aproximadamente la mitad que el obtenido en las otras dos
mezclas (véase Apartado 4.1.1.). (iif) Las diferencias observadas en los dos sistemas
reguladores HS+NBP+KOH y KS+NBP+HCI, quiza se deban al efecto del ion CI
presente en este ultimo (los cloruros sédico y potasico aumentan la estabilidad del acido

sorbico en disolucion acuosa; Arya, 1980).
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4.2. Reaccion entre acido sorbico y nitrito sédico
4.2.1. Estudio de la reactividad de 1,4-dinitro-2-metil pirrol
4.2.1.1. Reaccién de descomposicion del NMP
4.2.1.1.1. Ecuacion de velocidad
La especie 1,4-dinitro-2-metil pirrol (NMP) es inestable en disolucion
acuosa y en medio débilmente alcalino, descomponiéndose en las proximidades de pH
neutro. El i6n hidroxido reacciona con la molécula NMP para formar un aducto tipo

Meisenheimer (Esquema 4.6.; ¢f. Apartado 3.2.2.1.).

NOZ , L/ N02
OH o
H;C™ "N — HC N OoH
I{I o /éNMP :
2 des NOZ
NMP Aducto tipo Meisenheimer

Esquema 4.6. Reaccién de descomposicion del NMP.

El i6n hidréxido actia como nucledfilo sobre la molécula de NMP para
dar lugar a un aducto tipo Mesenheimer, cuya formacion se ve favorecida por los grupos
nitro que estabilizan la carga negativa en el anillo (Kito y Namiki, 1978).

La ecuacién de velocidad de la reaccion de descomposicion del NMP en
disolucién acuosa es:

d[NMP]

= ———=£""[NMP |[OH ]

dr (15)

Como se ha trabajado en medios de acidez constante, la Ec 15 puede
escribirse asf:

AINMP]
—[Nd - ]:@bf [NMP ]

Z):_

17

Al integrar la Ec 17 y expresar el resultado en términos de absorbancia

resulta:

N
NP,

A, :Aw-i-(Ao—Am)e (23)

de modo que el ajuste no lineal de los resultados a la Ec 23 permite conocer el valor de la

pseudoconstante £, (Figura 4.13.).

S 114 -



4. Resultados y discusion

14
g 1,2
Q 10
[q\
1] 1
< 08
< 06

0,4

0 60 120 180

Figura 4.13. Determinacién de £ . Medio acuoso pH 9,47
(tampén borato); T = 32,5 °C; [NMP], = 104 M.

El buen ajuste a la Ec 23 confirma el orden uno con respecto a la

concentracion de NMP. El valor de la pseudoconstante de velocidad de descomposicion

es: £ (T=32,5°C)=(7,22£0,05)x10"s".

4.2.1.1.2. Determinacion del pK, del NMP

El hidrégeno del carbono en posicion o respecto al nitrogeno del anillo
pirrélico (Esquema 4.7.) es acido y facilmente intercambiable (De Santis y Stegel, 1974;
Kito y Namiki, 1978) de modo que el NMP puede presentarse en disolucién acuosa en su
forma disociada o sin disociar. Como esta ultima es la que reacciona con el i6n hidréxido
(pH 7,0-9,5) para formar el aducto tipo Meisenheimer (Esquema 4.6.) es necesario conocer

su constante de disociacion.

NO, NO,
R UL N
HyC™ N°H H;C™ N
NO, NO,
HA A

Esquema 4.7. Estructuras de las especies
acida (HA) y basica (A") del NMP.

La determinacién del pK, se ha realizado espectrofotométricamente. La

Figura 4.14. muestra los espectrogramas obtenidos en el intervalo de pH 1,3-13,3. Para
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valores de pH muy acidos, la morfologia de los espectros no varfa, siendo necesario

alcanzar un valor de pH elevado (~10) para que se aprecie variacion (Figura 4.15.).

Figura 4.14. Espectrogramas del NMP en un intervalo de

pH 1,3-13,3 en disolucién acuosa. [NMP], = 9,7 X 10> M;

T=25,0°C.

En A = 361 nm, se observa un aumento considerable en la absorcién de

la forma 4cida del NMP con el pH del medio (Figuras 4.14. y 4.15.).

1,2
o le
e
E08- '
:?3 °
I L
S 04 - ¢
< °
e0o0e 0 ©
0

0 4 8 12 16
pH

Figura 4.15. Perfil absorbancia-pH para el NMP en disolucién
acuosa. T = 25,0 °C; [NMP], = 9,7 X 105 M; A = 361 nm.

La Figura 4.16. muestra el buen ajuste de los resultados a la ecuacién de
Henderson-Hasselbalch. El valor de la constante de disociacion del NMP obtenido en

disolucién acuosa es: K, = (2,5 + 0,5) x 10" Ma T = 25,0 °C.
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: A -4
pH =pK, +log A ] —A -
[HA 2 A (13)

=pK -lo
] p a gA

12
y = -0,8582x + 10,631
R = 0,9863
11
a
10
9

1 05 0 05 1 15
log (AA-'A,Q, /Aﬂ, _AHA)

Figura 4.16. Determinacién del pK,del NMP, 4 = 361 nm
en medio acuoso; T = 25,0 °C. [INMP], = 9,7 X 105 M;
La variaciéon de K, con la temperatura en el intervalo de trabajo es

menor que el error experimental. Por ello no se ha tomado en consideracion

4.2.1.1.3. Influencia del pH
Como el i6n OH™ actia como nucleéfilo sobre la molécula de NMP, la

pseudoconstante de descomposicion de ésta depende del pH (¢fr. Apartado 3.2.2.1.):
Ao =E2"[OH | (16)

La Figura 4.17.a. muestra el buen ajuste de los resultados a la Ec 16. El

valor de la pendiente de la recta obtenida es la constante de velocidad de descomposicion.

NMP

Como la representacion de los valores de logk,~ frente al pH es una recta de pendiente

unidad (log k)" =/logk," -K_+pH ; K, varia en funcién de la temperatura y porcentaje

de dioxano en la mezcla, véase Apéndice C) se confirma, de nuevo, el orden uno respecto a

la concentracion de i6n hidréxido (Figura 4.17.b).
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0,12 0
a) b)
e 0,09 y = 1026,82x + 0,0003 . 17
5 .
g R’ = 0,9987 Z 2 .
006 - g
z_ 7 =
E: 20 -3 21
= 0,03 <
b _4 .
O T '5 T T T
0,00000 0,00004 0,00008 0,5 7,5 85 95 105
[0H],M pH
Figura 4.17. (a) Determinacién de £, v (b) verificacion del orden uno respecto a
[OH] en disolucién acuosa a T = 37,5 °C.
4.2.1.1.4. Influencia del medio de reaccién y de la temperatura

La variaciéon de la constante de descomposicion del NMP con la
temperatura en diferentes mezclas agua:dioxano se recoge en la Tabla 4.12. Como puede
verse, la constante de velocidad de descomposicion del NMP aumenta con la proporcién

de dioxano en el medio de reaccidn.

Tabla 4.12. Constantes de velocidad de descomposiciéon del 1,4-dinitro-2-metil
pirrol en funcién de la composicion del medio y de la temperatura.

Agua:dioxano (v/v)

10/0 8/2 7/3 6/4 5/5
O orisy (M 5) (M 5) (M 5) (M)
25,0 9,4+0,5 258+ 0,2 36,5+ 0,6 440+ 0,4 124 £ 2
27,5 9,9+0,7 28,0+ 0,4 39+1 49,6 £ 0,4 141 +1
30,0 11,6+04 31,8+0,3 43+1 54,4+ 0,7 164 £ 2
325  12,6+08 36+1 53+ 2 66,4+ 0,5 168+ 3
350 15207 41 +1 65%2 74,4 + 0,6 186+ 3
375  17,1+05 43+1 65%1 772+0,8 213+6

Intervalo de confianza del 95%
Los valores de pKy, en las mezclas agua:dioxano se han tomado de la bibliografia (Llor ef al., 1987)
o por interpolacion lineal a partir de los mismos (véase Apéndice C).

Como es sabido, las reacciones de orden dos que transcurren entre dos

especies polares, dos iones o un i6n y una especie polar, muestran una relacion lineal entre
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el logaritmo de la constante de velocidad y la inversa de la constante dieléctrica (Ec 77;
Espenson, 1995). La reaccién entre un ién y una molécula polar mostrara una dependencia
con la constante dieléctrica del disolvente acorde con la siguiente expresion:

2
Ink =1Ink,, __ Nz (L_ij

X
@ne"2eRT  \ry, 7, (77)

Al representar los valores del logaritmo de la constante de
descomposiciéon del NMP frente a la inversa de la constante dieléctrica se obtiene una linea
recta de pendiente positiva (Figura 4.18.) consistente con el hecho de que el estado de

transiciéon es menos polar que los reactivos: el NMP y el ion OH'.

6

NMP

s

In kde

* 10/0

2 T T
0,010 0,020 0,030 0,040
1/¢

NMP

- con la constante dieléctrica

Figura 4.18. Variaciéon de £

del medio en mezclas agua:dioxano. T = 37,5 °C.

La buena correlaciéon de Palm-Vizgert (Palm y Vizgert, 1962) por parte de los
resultados en diferentes medios agua:dioxano (Figura 4.19.) sugiere que la descomposicion

del NMP transcurre a través de un mecanismo comun en todos ellos.
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2 3 4 5 6
In ko (T = 21,5 °C)

Figura 4.19. Correlacién de Palm-Vizgert para la reaccion de
descomposicién del NMP en diferentes mezclas agua:dioxano.

La influencia de la temperatura en la constante de descomposicion del NMP se
refleja en la Tabla 4.12. Para determinar los parametros de activacién se han manejado las
ecuaciones de Arrhenius y de Eyring-Wynne-Jones (¢fn Apartado 3.1.2.). La Figura 4.20.

muestra el buen cumplimiento de estas ecuaciones.

1 5
a) b
2 4 )
g / & /./,/-/'/'/'/
2 o~ 37
Z., 3 =
_« 7]
g M S
I e Ly n """ |
> 7/./.)/'/'/./ '
-6 T -1
0,0032 0,0033 0,0034 0,0032 0,0033 0,0034
1/T), K’ /1), K’

Figura 4.20. (a) Representacion de Arrhenius y (b) Eyring para la reacciéon de descomposicion
del NMP en medios agua:dioxano: 10:0 (e), 8:2 (O), 7:3 (A), 6:4 (0) y 5:5 (m).

En la Tabla 4.13. se recogen los valores de los parametros de activacion

calculados.
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Tabla 4.13. Pardmetros de activacién en funcién de la composicion del
medio para la reaccién de descomposicion del 1,4-dinitro-2-metil pirrol

NMP
Agua:dioxano E2 AH —ASt AGH (25,0 °C)
(v/v) (k] mol") (k] mol) (K- mol 1) (k] mol")
10/0 38+3 36+3 107 £ 11 68+3
8/2 34+£2 31+£2 113+£8 65+ 2
7/3 40+£5 38+5 88 + 12 64+£5
6/4 37+3 35+3 97+9 064+3
5/5 31+£3 29£3 108 = 10 61+3

aDesviacion estandar

Como puede observarse, no hay diferencias significativas en los
parametros de activacion al modificar la proporciéon de dioxano en el medio. El signo
negativo y elevado valor absoluto de AS* en todos los medios estudiados sugiere un estado

de transicion ordenado.

4.2.1.1.5. Efecto cinético isotépico
Para tratar de conocer mejor el mecanismo de descomposicion de 1,4-
dinitro-2-metil pirrol se ha investigado la posible existencia de un efecto cinético isotopico.

La Tabla 4.14. da cuenta de los resultados.

Tabla 4.14. Efecto cinético isotépico de la reaccién de descomposicion
de 1,4-dinitro-2-metil pirrol en mezclas HoO/D»O:dioxano; T = 37,5 °C

HzO/DzO:dioxano /é::?gzo /é:i:\lgzo /émn’ / NMP
(V/V) 1 ot\a 1t des H,O des D,O
Ms M st
10/0 17,1 £0,5 248 +0,3 0,69 = 0,02
8/2 43 +1 501 0,86 = 0,03
7/3 65*1 103 +1 0,63 = 0,01
5/5 213+ 6 305 + 2 0,70 = 0,02

aIntervalo de confianza del 95%
La Tabla 4.14. permite observar un efecto isotépico inverso,

practicamente constante, al variar la proporciéon de dioxano en el medio. Las reacciones

S\2 de sustitucion nucledfila catalizadas en medio basico presentan, en su mayoria, un
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efecto isotopico inverso puesto que la especie OD™ es mas efectiva como nucledfilo que el
grupo OH™ (Oh ¢t al., 1998; Yew ez al., 1995). Este hecho se podria interpretar en nuestro
caso como un ataque nucleéfilo del grupo hidroxido sobre el carbono mas electrofilo del
anillo pirrélico (Esquema 4.8.) siendo ésta la etapa determinante del mecanismo. La
presencia de grupos nitro en el anillo pirrélico implica una disminuciéon de la densidad
electrénica 7 del anillo, permitiendo que esta especie pueda reaccionar con diversos

nucledfilos (Kito y Namiki, 1978; De Santis y Stegel, 1974).

NO, NO,
ﬂ OH™/OD" -\ H
HSC IIq éNMP //é\\n) HSC Iﬁ OH/OD
N02 des 11,0 [ "Sdes DO N02
NMP Aducto tipo Meisenheimer

Esquema 4.8. Reaccién del i6n hidréxido sobre la molécula de NMP.
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4.2.1.2. Reaccién de alquilacion de la NBP por el NMP

4.2.1.2.1. Identificacién de las especies participantes en el

mecanismo de reacciéon

Para evaluar la capacidad alquilante de 1,4-dinitro-2-metil pirrol (NMP)
se ha empleado la molécula de NBP como sustrato de alquilacion.

Como: (1) La molécula NMP es inestable en disoluciéon acuosa y se
descompone en medio débilmente alcalino (¢f. Apartado 3.2.2.1.) y (i) se observa un
periodo de induccién bien definido en el perfil cinético de las reacciones de alquilacién de
la NBP por la NMP, se ha planteado la posibilidad de que el NMP no reaccione de forma
directa con la NBP, siendo la especie alquilante efectiva algin producto de su
descomposiciéon. De ahi que sea necesario identificar las especies participantes en el
mecanismo de alquilacién y los posibles productos finales.

El i6n OH' reacciona con la molécula de NMP para formar un aducto
tipo Meisenheimer que evoluciona con pérdida del grupo nitro sobre el nitrégeno del anillo

pirrolico (Esquema 4.9.).

NO, NO,

- NO,
NO, NO,
NMP Aducto tipo Meisenheimer MN2PO

Esquema 4.9. Reaccién entre el i6n hidréxido y el NMP para formar el aducto
tipo Meisenheimer y la pérdida posterior del i6n nitrito.

La Figura 4.21. muestra una superficie de isodensidad electrénica
en funcién del potencial electrostatico para el NMP. Se observa que el color azul es
mas intenso en el carbono en posiciéon «a respecto al nitrégeno del anillo lo que
indica un mayor potencial positivo y, por tanto, una mayor electrofilia. Este resultado
es acorde con el hecho de que el i6n hidréxido reaccione con el NMP en el carbono
seflalado para formar el aducto tipo Meisenheimer. La region donde se aprecia un
potencial mas negativo (color rojo) y se corresponde con los oxigenos del grupo

nitro.
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Figura 4.21. Densidad electrénica del NMP. DFT-B3LYP
6-31++G(2df,2pd).

En el aducto de Meisenheimer la carga estd conjugada por todo el

sistema T, especialmente en el C-Nitro (Figura 4.22).

Figura 4.22. Densidad electrénica del aducto de
Meisenheimer. DFT-B3LYP 6-31++G(2df,2pd).

En sustituciones nucleofilicas aromaticas el grupo nitro es buen grupo
saliente (Annulli e a/., 1984) de modo que la pérdida del mismo sobre el nitrégeno pirrélico
debe verse favorecida. El Esquema 4.10. muestra el estado de transicion (ET)
correspondiente a la pérdida del i6n nitrito del aducto de Meisenheimer con una barrera de
48,5 k] mol" (se ha tomado como referencia la molécula de NMP y el OH) coherente con
el hecho de que la pérdida del grupo nitro transcurre muy rapido. El producto resultante es
la especie 5-metil-3-nitro-2H-pirrol-2-ol (MN2PO) o isémero I.

Como el MN2PO (I) es muy inestable se isomeriza. El isémero
aromatico (IIT), la especie 5-metil-3-nitro-1H-pirrol-2-ol (MN1PO) es el mas estable
debido a su aromaticidad. El Esquema 4.11. muestra las estructuras de los posibles
isémeros formados. Se ha tomado como referencia al sistema NMP/OH;, de modo que la

energfa predicha para un determinado isbmero tiene en cuenta el i6n nitrito que se libera.
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-1

Energia, k] mol

150 - NO, NO,
ﬂ + OH S N
H;C” N H;C N OH
| 1
50 - NO, :
- NMP NO,
g ET
= 50 O
P NO N OH
-150 1 HsC™ N ol
|
NO,

Aducto tipo
250 4 Meisenheimer

Esquema 4.10. Barreras de energia obtenidas en la formacién del aducto de
Meisenheimer y la pérdida posterior del i6n nitrito.

-100

NO,

gt

150 - H5C~ "N~ “OH

-350 -

Esquema 4.11. Diferencias de energia calculadas entre los isémeros del MN1PO.
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En la Tabla 4.15. se recogen las diferencias de energia de isomerizacion

entre los distintos isémeros formados en el equilibrio acido-base del MN1PO.

Tabla 4.15. Diferencias de energia entre los isdbmeros

del MN1PO.
Compuesto (ﬁiﬁ;"f 1)

VIII 12,8

II 21,8

VII 34,4

VI 40,1

v 78,3

v 90,1
I 1106,2

Como puede observarse en el Esquema 4.11. (véase Tabla 4.15.) los
isomeros que poseen un hidrégeno sobre el nitrégeno pirrélico (II, VIII y IIT) son mas
estables. La Figura 4.23. muestra las superficies de isodensidad electronica para estas tres
especies.

En el isémero II, la 5-metil-3-nitro-1H-pirrol-2(5H)-ona (MN1P5N), se
observa un color azul mas intenso en el carbono 4 del anillo, lo que indica un mayor
caracter electrofilo que favoreceria el ataque nucledfilo en esta posicion. De los tres
isdbmeros, parece ser que el II, con la amida a,f-insaturada en su estructura, es la especie
que reaccionarfa con nucleéfilos como agua o NBP.

La adicién de la molécula de agua tendria lugar en el carbono 4 del
anillo de la especie IT mediante una adicién al doble enlace de la amida a,f-insaturada, que
a su vez, esta favorecida por la presencia del grupo nitro en el anillo. El producto de
hidrélisis  resultante serfa la  4-hidroxi-5-metil-3-nitro-pirrolidin-2-ona  (4HMNPN)
(Esquema 4.12.).
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II1

Figura 4.23. Densidad electrénica de los tres isdmeros mas
estables, II, VIII y III. DFT-B3LYP 06-31++G(2df,2pd).

Isodensidad = 0.01, ESP = -0.10 — 0.150.

NO, HO_ NO; HO_ NO,
H,C” N O H;C BIT OH ™ H,C ITT O
b H H
MN1P5N 4HMNPN

Esquema 4.12. Reaccién de hidrolisis del isémero 11.
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Mediante espectrometria de masas se ha observado un pico con relaciéon
m/z = 161, que correspondetia al producto de hidrélisis del isémero MN1P5N, la especie
4HMNPN. Se ha observado también un pico con relacion m/z = 144 que coincide con la
masa de los isémeros mostrados en el Esquema 4.11. La estructura del isomero mas estable
(III) se ha identificado con "H-RMN y "C-RMN (¢fi- Apéndice B).

Una vez identificado el producto de hidrdlisis del isémero II, todo
parece indicar que la NBP reaccionara con esta especie en la misma posiciéon donde lo hace
la molécula de agua para formar el aducto NBP- MN1P5N (Figura 4.24.). Debido a la
pequena fraccion de aducto formada (sélo un 7 % de especie alquilante, MN1P5N o
isémero II, reacciona con la NBP) no ha sido posible su identificaciéon directa por

espectrometria de masas.

H 0
N

NO,
Figura 4.24. Estructura del aducto NBP- MN1P5N.

El coeficiente de absorciéon molar del aducto NBP- MN1P5N en medio
7:3, agua:dioxano se ha calculado mediante ajuste de los resultados experimentales a la Ec
51 (¢ Apartado 3.2.2.2.) obteniéndose el valor: & ,, = 1,14 x 10*M "' cm™ (A = 575 nm).

El Esquema 4.13. muestra las etapas que configuran el mecanismo de

reaccion propuesto.

NMP+OH —&2 5 MN1P5N +NO,
MN1P5N + H,0 —%: 5 4HMNPN
MN1P5N +NBP—2 5 AD

NBP-MN1P5N

Esquema 4.13. Mecanismo de la reaccion de
alquilacién del NBP por el MN1P5N.
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4.2.1.2.2. Ecuacion de velocidad
La ecuaciéon de velocidad manejada para la reaccion de alquilacion de la

NBP por la especie MN1P5N (véase Apartado 3.2.2.2.) es:

_d[AD] _
= = 4, [MN1P5N][NBP| -~

Al integrar esta ecuacién y expresar el resultado en términos de

absorbancia resulta:

alq obs [NMP] € /

o ©AD NP,
)[(/éhidnbs +/éalqobs)(1_e l )_

NMP
(/éhid obs + /éalq obs /éobs ) (/éhid obs + /éalq obs
NMP ~(Anid obs T4alq obs )
_/énbs (1 —¢ ):|
(34)

La Ec 34 se puede escribir de forma sencilla asf:

y=alb(1-e)-c(1-¢")] (35)

NMP —
donde: a= alq obs WMP o \D// hid bs alq obs /éobs )(/éhid obs + /éulq obs ) ? b - (/éhid obs + /éulq obs ) y

NMP

obs *

4 =

AD

La Figura 4.25. muestra, a modo de ejemplo, el ajuste de los resultados

experimentales a la Ec 35.

0,45
0,30 -
T
<
0,15 -
0,00 T T
0 35000 70000 105000
t, min

Figura 4.25. Variacién de la absorbancia del aducto NBP-
MNI1P5N. Medio 7:3, agua:dioxano; pH 4,77; T = 37,5 °C;
[NMP], = 8,0 X 104 M; [NBP], = 1,5 X 102 M; A, = 0.12.

Como muestra la figura, los resultados experimentales se ajustan bien a

la Ec 47. El valor de la absorbancia a tiempo 7 (A4) se corrige con el valor de la absorbancia

-129 -



Reaccion de alguilacion de la NBP por e/ NMP

a tiempo cero (A,). Ello se debe a que se ha trabajado con exceso de NBP y, como
consecuencia, la absorbancia medida a tiempo # es suma de la absorbancia del aducto a ese
tiempo y la de la NBP, es decir, A, = A, + Aygp - Como la absorbancia de la NBP es la
absorbancia medida inicialmente cuando no se ha formado una cantidad apreciable de
aducto, podemos escribir: 4, = A, + A,.

Para verificar el orden uno con respecto a la concentracion de NBP se
han manejado los parametros 4, 4y ¢ del ajuste no lineal de los resultados a la Ec 35, en la

forma:

1 _ [H,O] K 1 N 1
a (b - 5) WMP]O gAD/ /éalq [NBP]O [NMP]o SAD/ (36)

Al representar el primer término de la Ec 36 frente al inverso de la

concentracion de NBP, se obtiene una linea recta (Figura 4.20.).

4
y = 0,0375x + 0,1493
-~ 3 R’ = 0,9983
)y
Q
N
xR
=
2 .
l T T
45 60 75

1/[NBP],, M"

Figura 4.26. Ajuste de los resultados experimentales a la Ec
51. Medio 7:3 (tamp6n acético / acetato:dioxano) pH 4,77; T
= 37,5 °C; [NMP], = 8,0 X 10+ M.

4.2.1.2.3. Estudio de la capacidad alquilante del NMP

Para evaluar la capacidad alquilante del NMP frente al sustrato NBP, se
ha manejado el valor del cociente (/éalq / k.. d) obtenido a partir del ajuste de los resultados a

la Ec 36. Con el valor de la pendiente y ordenada en el origen de la recta obtenida se puede
conocer el valor de ese cociente y el coeficiente de absorcion molar del aducto.
Para conocer la influencia de la reaccion de hidrélisis de la especie

MN1P5N sobre su capacidad alquilante se ha manejado el parametro, £, fraccion de agente
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alquilante que forma aducto. Este parametro relaciona las constantes de velocidad de

alquilacién de 1a NBP por la especie MN1P5N vy la de hidrélisis del mismo segun la Ec 78.
4, [NBP]

£, [NBP]+ £, [H,0] (78)

f:

Con el inverso de la Ec 78 podemos determinar el valor de f conocido

el cociente (/éalq / £ ) :

1, 1 [H,0]

S (k) [NBP] (79)

A pH 4,77 y T = 37,5 °C se han obtenido los resultados siguientes:

(k,, /)= 155 % 14y £= 0,07 (INBP], = 2 x 10> M.
Como no se conoce el valor de la constante de hidrdlisis de la especie

intermedia MN1P5N, para estimar su capacidad alquilante se ha manejado el cociente
(/éﬂlq / k. ) Para ver la influencia de la reaccion de hidrolisis de la especie MN1P5N sobre
la alquilacion de 1a NBP se ha utilizado el parametro f.

La fracciéon de agente alquilante, en este caso la especie MN1P5N, que

forma aducto es muy pequena (7%). Este resultado muestra que s6lo una pequefia fraccion

de agente alquilante reacciona con la NBP para dar lugar al aducto, hidrolizandose el resto.

La Tabla 4.16. recoge los valores de (/éalq / /éhid) y f para la especie

MNI1P5N y para otros agentes alquilantes como las lactonas pf-propiolactona y f-

butirolactona (Manso e7 al., 2005) de carcinogenia probada (van Duuren, 1969).

Tabla 4.16. Comparativa de la capacidad alquilante de la
especie MN1P5N con otros agentes alquilantes

Agente alquilante (/éalq / R ) f

[ -Propiolactona? 5395 0,76

f-Butirolactonas 3158 0,62
MN1P5N® 155 0,07

[NBP], = 2 X 102M; Medio 7:3 agua:dioxano; T = 37,5 °C
“Manso et al., 2005; T = 35,0 °C;PpH 4,77; T'= 37,5 °C.
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Las lactonas cancerigenas f-propiolactona y f-butirolactona reaccionan
con la NBP un 76 y un 62 %, respectivamente, mientras que la MNI1P5N reacciona
solamente un 7 %. En esta ultima la fraccién hidrolizada de la especie alquilante es mucho
mayor que la de NBP que sufre alquilacion.

Aunque estos resultados revelan una débil capacidad alquilante de la
especie MN1P5N, producto de descomposicion del NMP, estudios biolégicos revelan una
alta mutagenia de este ultimo (Namiki ez a/, 1980). La Tabla 4.17. muestra,
comparativamente, la actividad biolégica de especies mutagenas entre las que se encuentran

el NMP y el ENA.

Tabla 4.17. Actividades biol6gicas de compuestos mutagenos

Ensayo Rec con B. subtilis Test de Ames
Inhibicién del crecimiento R Crtentes/ug por
Compuesto placa
Rec* Rec TA100
Cafeina»b - + < 70/6000
Mitomicina Cxb ++ +++ <70/1
N-Nitroso-N-metiluretano®P ++ ++++
tosoguanidne® : - 15700/
N-Oxido de 4-nitroquinolinab + ++ 7640/0,5
Oxido de estirenob 1292/500
S-propiolactonab 6460/114
1,4-Dinitro-2-metil pitrole - ++ 1704/100
Acido etilnitrélicos - ++ 583/150

*Ensayo Rec con B.subtilis (Kada et al., 1972)

PTest de Ames (McCann ez al., 1975)

“Namiki e# /., 1980

Zona de inhibicién: - sin inhibicion; £ menos de 5 mm; + 5-10 mm; ++ mas de 10
mm; +++ mas de 20 mm; ++++ mas de 30 mm.

De los compuestos mostrados en la Tabla 4.17. cabe destacar la elevada
actividad en el ensayo Rec de la especie N-Nitroso-IN-metiluretano con respecto a las
especies NMP y ENA que presentan resultados similares a los observados para el
compuesto N-Metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina. Sin embargo, con el test de Ames se
observa una mayor capacidad mutagena de este dltimo como indica el ndmero de

revertientes por ug de compuesto analizado.
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Este resultado podria interpretarse en términos de estabilidad del
aducto NBP-MN1P5N formado: aunque sélo una pequefia parte del reactivo (un 7 %)
reacciona con la NBP para formar aducto, éste permanece durante largo tiempo, dos meses

aproximadamente (¢f7. Figura 4.31.) lo que hace que su efecto se prolongue en el tiempo.
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4.2.2. Estudio de la reactividad del acido etilnitrélico
4.2.2.1. Reaccion de descomposicion del ENA
4.2.2.1.1. Ecuacion de velocidad
El acido etilnitrélico (ENA) se descompone en disolucion acuosa (¢fr.
Apartado 3.2.3.1.). El Esquema 4.14. muestra las etapas que configuran el mecanismo

propuesto.

K

HA A +H
A —£ 5 ACNO+NO,
ACNO+H,0 —4&™ 5 AcH

Esquema 4.14. Etapas del mecanismo de la reaccién de
hidrolisis del ENA

La ecuacién de velocidad de descomposicion de la forma disociada del
acido etilnitrélico (A’) se puede escribir asf:
d[A’]

r=-——=k[A]
dr | 37)

Al integrar la Ec 37 y expresar el resultado en términos de absorbancia
resulta:

NP,

A=A, +(A-A)e™ 43)

La variacién de la absorbancia con el tiempo permite conocer el valor

de la pseudoconstante de velocidad de descomposicién &5 (Figura 4.27.).

1,2

>

0,8 1

0,4 -

Ac (4 =328 nm)

0 o
0 800 1600 2400 3200

t, min

Figura 4.27. Determinacion de /éizm (Ec 7). Medio acuoso
pH 9,52 (tampén borato); T = 32,5 °C; [ENAJo = 1,3X10+ M.
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El buen ajuste de los resultados a la ecuaciéon de velocidad (Figura 4.27.)

confirma el orden uno respecto a la concentraciéon de reactivo ENA. El valor obtenido
para la pseudoconstante es: £, (T =32,5°C)=(3,96+0,03)x10°s" a pH 9,52.

De acuerdo con el mecanismo propuesto, la ecuacion de velocidad de
formacion del acido acetohidroxamico (ACH) es:

_dIACH] _ o

Y=

o i [ACNOJ[H,O] 44

Como el agua esta en gran exceso, se puede definir la pseudoconstante
de velocidad de orden uno de la forma: £, = £ [HZO] .

Al integrar la Ec 44 y expresar el resultado en términos de absorbancia
resulta:

/éENA -kACNO, B /éACN() -EENA,

c c
AACH = Eacu / [ENAL [1 +— /éACNO ~ /éb]jNA J

obs obs

(52)

donde A,y es la absorbancia de la especie ACH a tiempo #

La Ec 52 se puede escribir de forma simplificada segin:

[ be—[x _[e/f.\/J
y=a|l+——
c-b (53)

de modo que el ajuste de los resultados a la Ec 53 (Figura 4.28.) permite calcular el valor de

la pseudoconstante de velocidad de hidrélisis del ACNO £ (parametro C) una vez

ENA

obs

conocido el de £ " (parametro b).

0 T T T
0 800 1600 2400 3200

t, min

Figura 4.28. Determinaciéon de £, (Ec 16). Medio acuoso
pH 9,52 (tampo6n borato); T'= 32,5 °C; [ENA]y = 1,3x10+ M.
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El valor de la constante experimental de hidrdlisis obtenido del ajuste

mostrado en la Figura 4.28. es: £, (T =32,5°C)=(7,7£0,2)x10"s" a pH 9,52

4.2.2.1.2. Determinacion del pK, del ENA

Para determinar el valor de la constante de descomposicion del ENA es
necesario conocer la concentraciéon de la forma basica del mismo, puesto que ésta es la
especie que se descompone para dar lugar al 6xido de acetonitrilo (Esquema 4.14.). Por ello
se ha determinado el valor del pK, del ENA en disolucién acuosa.

El Esquema 4.15. muestra el equilibrio entre las formas acida y basica

del ENA.

Esquema 4.15. Estructuras de las especies acida (HA)
y bésica (A") del ENA

La determinacion del pK, del ENA en medios agua:dioxano se ha hecho

espectrofotométricamente y mediante volumetria acido base (¢f: Apartado 3.1.2.2.2.).

4.2.2.1.2.1. Método espectrofotométrico

La Figura 4.29.a muestra los espectrogramas del ENA en disolucién
acuosa en el intervalo de pH 2,0-10,0. En pHs = 2 todo el acido se encuentra protonado y
presenta un maximo en A = 240 nm, mientras que en pHs elevados (= 10) el acido se
encuentra totalmente disociado, con un maximo en 4 = 328 nm. A medida que aumenta el
pH va desapareciendo el pico en 240 nm y aumentando el de 328 nm con presencia de un
punto isosbéstico en 4 =282 nm. Este hecho sugiere la existencia de un equilibtio dcido-
base entre las formas 4cida y basica del ENA. Se ha trabajado en 4 = 350 donde la
absorcion del anién es maxima y la de la forma neutra es practicamente nula. La Figura
4.29.b muestra el buen ajuste de los resultados a la ecuaciéon de Henderson-Hasselbalch. El

valor obtenido de la constante de disociacion del acido etilnitrélico en disolucidén acuosa es:

K,=@=1)x10*MaT=250°C.
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A’ -
pH = pK, +log ot = pK - log 2
HA] A)\ B AHA (1 3)
12 10
a) pH = 9,88 b)
y=-0,9231x + 7,4258
8 R?=0,9968
< E
6 |
4‘ T T
440 2 0 2 4

log [(Aa-Ay )/ (Ap-Ama)]

Figura 4.29. (a) Espectrogramas del ENA a diferentes valores de pH y (b) determinacion
del pK.,del ENA, A = 350 nm en medio acuoso; T = 25,0 °C. [ENA], = 1,4 X 104 M.

Como en el intervalo de trabajo, la variaciéon de K, con la temperatura es

menor que el error experimental del método, no se ha tomado en consideracion.

4.2.2.1.2.2. Método volumétrico
La Figura 4.30.a muestra la curva de valoraciéon del ENA en disolucién
acuosa. Con el volumen de hidréxido sodico consumido en la valoracion se ha calculado el

valor del pK, (Figura 4.30.b) mediante la ecuaciéon de Henderson-Hasselbalch:

pH = pK” + IOgL
V-V (14)
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12 12
a) b

10 - y=1,1189x + 7,376

9 R® = 0,9994
T 2
6 |
6 _
4’ I I I I 3 T T
0 07 14 21 28 35 -1,5 -0,5 0,5 1,5
VNaOH, Cm3 log [V/(Vmax' V)]

Figura 4.30. (a) Curva de valoracién del ENA en disolucién acuosa y (b) determinacion del
pK.del ENA a T'= 25,0 °C. [ENA], = 2 X 103 M; [NaOH] = 9,38 X 102 M.

El valor del pK, obtenido en disolucién acuosa es pK, = 7,4 £+ 0,1 a T =
25,0 °C, valor en excelente acuerdo con el medido mediante espectrofotomettia.
La Tabla 4.17. recoge los valores de la constante de disociacién del

ENA, determinada espectrofotométricamente, en diferentes medios agua:dioxano.

Tabla 4.17. Valores de la constante de disociacion del
acido etilnitrélico en diferentes medios agua:dioxano a

T = 25,0 °C.
10:0 4,0+0,8 78,49
9,5:0,5 40=+0,8 74,09
9:1 2,0+ 0,5 69,71
8,5:1,5 2,0+£0,5 65,23
8:2 1,3+0,3 60,84
7:3 1,0+£0,2 51,92
6:4 0,4 +£0,1 42,99
5:5 0,10 £ 0,02 34,27

2 Valor promedio

b Resultados obtenidos de bibliografia (Timmermans, 1960;
Akerlof y Sort, 1936) o calculados mediante interpolacién
lineal a partir de éstos.
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Se ha observado una relacion lineal entre la constante de disociacion del
acido etilnitrélico y el parametro de Onsager (5—1)/(25+1) en las diferentes mezclas
agua:dioxano (v/v) (Figura 4.31.). Este comportamiento apoya la idea que el equilibtio

AH=—=A +H" ocurre como se muestra en el Esquema 4.16. (véase Apartado 4.1.1.3.).

14
y=2951x - 161,88
R*=0,9792 9,5/0,5

17 - 85/1,5 8700
N 7/3
5 6/4 9/1

20

23

0,475 0,485 0,495

(6 -1)/@2& +1)

Figura 4.31. Variacién de la constante de disociacién del ENA
en medios agua:dioxano con el coeficiente de Onsager a T = 25,0 °C.

- + _H
HiC _ OH HyC_ O -H-O HyC, O .
/C=N + Hzo ESas /C=N H|=— /C=N + HgO
O,N O,N O,N
HA A

Esquema 4.16. Formacion de enlaces O---H en la reaccién de disociacion del ENA.

4.2.2.1.3. Influencia del pH

Como solamente la forma disociada del 4acido etilnitrdlico se
descompone para generar Oxido de acetonitrilo (Esquema 4.14.) la reacciéon de
descomposicion del ENA se ve influida por el pH del medio. En la Figura 4.32. se observa
la variacién de la pseudoconstante de descomposicion del ENA con el pH del medio (Ec

41; ofr. Apartado 3.2.3.1.).

/éENA — /éENA a

T K HHT @41)
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0,005

0,004 -

£
€ 0,003 1

-~

A

0,002 -

EN
kobs

0,001 ~

Figura 4.32. Variacién de la pseudoconstante de velocidad de
descomposicién del ENA con el pH del medio en disolucién acuosa

aT=2375°C.
Al representar los valores de £,." frente al cociente K /([H']+K) se

obtiene una linea recta (Figura 4.33.) de ordenada en el origen no significativamente distinta

. iz NA
de cero y cuya pendiente es la constante de descomposicion £,

des *

0,006
y = 0,0043x + 2E-05
S 0.004 1 R® = 0,9986
E 5
Z
m 4
20,002 1
<
0,000

0 03 0,6 09 1.2
(K. /(K,+[H'])

Figura 4.33. Determinacién de la constante de descomposicién del
ENA £" en disolucién acuosa a T = 37,5 °C.

Al medir la constante de hidrdlisis del 6xido de acetonitrilo (ACNO) en
el intervalo de pH 6,0-9,5, no se han observado variaciones significativas con la acidez del

medio.
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4. Resultados y discusion

4.2.2.1.4. Influencia del medio y de la temperatura

La Tabla 4.18. recoge los valores de la constante de descomposicion del

ENA en medios agua:dioxano y su variaciéon con la temperatura.

Tabla 4.18. Constantes de velocidad de descomposicién del acido etilnitrélico en funcién de la
composicién del medio y de la temperatura.

Agua:dioxano (v/v)

10/0 9/1 8/2 7/3 6/4 5/5
T 105 £ 105,2" 105 k," 105 6," 105 6," 105 6,"

Q) (s (s (s (s (s (s
250  1,53+£0,03 1,39 £ 0,04 0,91 £ 0,04 0,69 = 0,01 0,55 £ 0,01 0,44 £ 0,01
27,5 2,17 +0,05 1,79 + 0,03 1,31 + 0,01 0,99 + 0,02 0,77 £ 0,01 0,57 £ 0,01
30,0 2,86 0,04 2,61 0,04 1,83 + 0,02 1,37 £ 0,01 1,09 + 0,01 0,87 = 0,01
32,5 3,99 +0,03 3,92 +£ 0,02 2,41 £ 0,02 1,87 £ 0,02 1,46 + 0,02 1,12 + 0,02
350 531+0,04 4,97 + 0,01 3,27 £ 0,02 2,59 £0,03 2,01 £0,02 1,59 + 0,02
37,5  7,11+0,04 6,36 £ 0,17 4,40 £ 0,03 3,59 + 0,06 2,67 £ 0,03 2,08 £ 0,03

aIntervalo de confianza del 95%

Los valores de la constante de descomposicion del ENA en diferentes

mezclas agua:dioxano (Tabla 4.18.) aumentan con el porcentaje de dioxano en el medio. El

buen ajuste de los resultados a la correlacion de Palm-Vizgert (Figura 4.34.) sugiere que la

reaccion de descomposicion del ENA transcurre a través de un mecanismo comun en

todos los medios agua:dioxano estudiados.

115

b

11,07 R%=0,9956

10,5

37,5 °C)

5/5

(1=

10,0

ENA

s

9,5

10/0

9,0 ‘
10,5 11,5 12,5

In kg™ (T = 27,5 °C)

-In kde

Figura 4.34. Correlacion de Palm Vizgert para la reaccion de
descomposicién del ENA en mezclas agua:dioxano.
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Reaccion de descomposicion del ENA

Para conocer los valores de los parametros de activacion se han
manejado las ecuaciones de Arrhenius y de Eyring-Wynne-Jones (¢, Apartado 3.1.2.). Las

Figuras 4.35.a y b muestran el buen cumplimiento de las mismas.

13 19
a) b)
12 - g
= ~
a, ?
£ 11 8 17
= X
' g
10 A -
9 15
0,0032 0,0033 0,0034 0,0032 0,0033 0,0034
1/7), K’ 1/7),K’

Figura 4.35. (a) Representacién de Arrhenius y (b) Eyring para la reaccién de
descomposiciéon del ENA en medios agua:dioxano: 10:0 (e), 9:1 (X), 8:2 (O), 7:3 (A), 6:4 (0)
y 5:5 (m).

Como puede observarse (Tabla 4.19.) los valores de los parametros de

activaciéon no varfan significativamente con la composicion del medio.

Tabla 4.19. Pardmetros de activacién en funcién de la composicion del
medio para la reaccién de descomposicion del acido etilnitrélico

ENA

Agua:dioxano Ea INZE —AS AG 55
/v) (k] mol) (k] mol)  (JK'mol!) (k] mol)
10/0 94 + 1 92+ 1 30 +2 101 +1
9/1 97 + 4 95+ 4 20+ 8 101 + 4
8/2 96 + 2 93 + 2 28+ 3 102 + 2
7/3 101 +1 98 + 1 14 +2 102+ 1

6/4 97 + 1 95+ 1 27 +2 103 + 1
5/5 98 + 3 96 + 3 26+5 104 + 3

aDesviacion estandar

El signo negativo de la entropia de activacioén sugiere que el estado de

transicion estd mas ordenado que los reactivos.
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4. Resultados y discusion

También se ha estudiado la influencia de la temperatura en la reaccion
de hidrélisis del 6xido de acetonitrilo (ACNO) para formar acido acetohidroxamico (ACH)
(Esquema 4.14.). La Figura 4.36. muestra el buen cumplimiento de la ecuaciéon de las

ecuaciones de Arrhenius y Eyring.

14 21
° R? = 0,9846 &
5 12 - 19 %\
42 """ %
=10 - . - 17 =
£
R®=0,9835
8 T 15
0,0032 0,0033 0,0034
a/7),X"

Figura 4.36. Representacion de las ecuaciones de Arrhenius (@)
y Eyring (A) para la reacciéon de hidrélisis de la especie ACNO
en disolucién acuosa.

Se han determinado los parametros de activacion en disoluciéon acuosa: E, = 73 £5

k] mol'; AHt = 71 £ 5 kJ mol'; ASt = -106 £ 17 ] K" mol; AG# (T = 25,0 °C) = 103 £ 5 kJ
mol .

El elevado valor negativo de la entropia de activaciéon sugiere que el

estado de transiciéon esta mas ordenado que los reactivos, lo que podria explicarse en

términos de solvatacion del estado de transicion.

4.2.2.1.5. Efecto cinético isotopico

Para profundizar en el conocimiento del mecanismo de descomposicion
del acido etilnitrélico, se ha determinado su constante de descomposicién en agua
deuterada, tras medir previamente la constante de disociaciéon del ENA en el mismo medio:

K, = 8,1 (I'= 25,0 °C; ¢f. Apéndice D). El valor obtenido en agua deuterada no difiere

. . . . P A S50 -1
significativamente del valor observado en disolucién acuosa, /éijzo— 7,62 x 107 57 y

£ =711 % 10° s, de modo que £ /&2 = 1.

des H,O
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Reaccion de alguilacion de la NBP por ENA

4.2.2.2. Reaccion de alquilaciéon de NBP por ENA

4.2.2.2.1. Identificacién de las especies presentes en el

mecanismo de reacciéon

La reaccion de alquilacion de la NBP por el acido etilnitrélico tiene
lugar entre la molécula de NBP y el 6xido de acetonitrilo, especie intermedia en la reaccién
de descomposicion del ENA (¢f. Apartado 3.2.3.2.).

Conocida la reactividad de los 6xidos de nitrilo frente a nucleéfilos
neutros como las aminas para dar lugar a las correspondientes aldoximas (Dignam ez al.,
1977; 1979) y su reacciéon de hidrolisis para formar acidos hidroxamicos (Dignam ez 4/,
1978) se propone el siguiente mecanismo para la reaccion de alquilacién de la NBP por el
ACNO (Esquema 4.17.):

K

HA A+H

A —52 5 ACNO+NO,
ACNO+H,0 —= 5 ACH
ACNO+NBP — 5 AD

AD

NBP-ACNO

+H,0 %5 p

NBP-ACNO

Esquema 4.17. Mecanismo de reacciéon propuesto para
la reaccién de alquilacién de la NBP por el ACNO

El coeficiente de absorciéon molar del aducto NBP-ACNO en medio
7:3, agua:dioxano se ha determinado por ajuste de los resultados experimentales a la Ec 68
(¢fr. Apartado 3.2.3.2.) obteniéndose el valor ¢ ,, = 1,4 x 10'M" em™ (A = 519 nm). El
maximo de absorciéon del aducto NBP-ACNO aparece en una la longitud de onda mas
corta que las observadas con otras especies alquilantes del NBP (Epstein e al, 1955;
Sawicki e al., 1963). Este resultado sugiere una mayor deslocalizaciéon electrénica en la
estructura del aducto NBP-ACNO que, como puede observarse en la Figura 4.37., puede
explicarse con la presencia del doble enlace del resto alquilico conjugado con el anillo
aromatico de la molécula de NBP.

El espectro de masas del aducto NBP-ACNO presenta un pico con
relacion m/z 272 (¢fr. Apéndice B) correspondiente a la férmula molecular C,H;N,O;,
acorde con la estructura propuesta (Figura 4.37.). Se ha observado un pico con relacion

m/z 290 cotrespondiente a su producto de hidrélisis (P, ¢f. Apéndice B).
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4. Resultados y discusion

H;C-C=N-O

+ X

NO,

Figura 4.37. Estructura del aducto NBP-ACNO

4.2.2.2.2. Ecuacion de velocidad
De acuerdo con el mecanismo de reaccion propuesto (Esquema 4.15.)
la ecuacién de velocidad de formacion del aducto NBP-ACNO (véase Apartado 3.2.3.2)

puede escribirse segin:

d[AD] = £ “°[ACNOJ[NBP]- £'"[AD]
dr | (54)

Y=

Para determinar la capacidad alquilante del 6xido de acetonitrilo se ha

manejado la ecuacion integrada de velocidad en términos de absorbancia:

A= //é:l\;‘:’? /é‘E:IA [ENA] ( it e*{ﬁfﬁ ’ )
AD /é ACNO + /é ACNO /éf\D /é]:l\ A
( hid obs alq obs )( hid — "obs ) (66)
La Ec 66 puede escribirse de forma simplificada asi:
— a ox bx
——\c¢ -¢€
7= ) (67)
d d //éAC\() /éLI\‘\ NA ACNO /éAC\() b AD EI\\
onde a — ( alqobs  ““obs [E ]0 )/(/éhld obs alq obs ) /éhld - obs :

La Figura 4.38. muestra el ajuste no lineal de los resultados a la Ec 67.

El valor de la absorbancia a tiempo # (A1) se ha corregido con el valor a
tiempo infinito (A,). Como consecuencia de haber trabajado con exceso de NBP, la
absorbancia a tiempo 7 es suma de la del aducto y la del NBP, es decir, 4, = A, + Aygp -
Como la absorbancia de la NBP es la absorbancia medida cuando todo el aducto ha

desaparecido, es decir, a tiempo infinito, podemos escribir: A, = A, + A,.
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0,16
0,12
8
T 0,08
<
0,04
0 T o ® o
0 4000 8000 12000

t, min

Figura 4.38. Variacién de la absorbancia del aducto NBP-ACNO.
Medio 7:3, agua:dioxano, pH 9,17; T = 30,0 °C; [ENA], = 8,4 X
104 M; [NBP], = 2,6 X 102 M; A» = 0,037.

Para confirmar el orden uno respecto a la concentraciéon del reactivo
limitante (ENA) se ha manejado el parametro 4, de modo que, al trabajar con diferentes
concentraciones de dicho reactivo, mantenidas constantes las demas variables (pH,
temperatura y concentracion de NBP) la representacion de los valores de « frente a la
concentracion de ENA debe ser una linea recta de ordenada en el origen no
significativamente distinta de cero. La Figura 4.39a muestra los resultados. Con la forma
logaritmica del parametro « (Figura 4.39.b) se confirma el orden uno respecto a la

concentracion del reactivo ENA.

0,006 4.0
a) b)
y = 3,7651x - 0,0002 R* = 0,9931
0,004 R = 09919 L35
s g
0,002 3,0 1
0,000 2,5
0 0,0005 0,001  0,0015 2 2,5 3 3,5
[ENA],, M -log [ENA],

Figura 4.39. (a) Influencia de la concentracion de ENA en el factor pre-exponencial y (b)
verificacién del orden uno con respecto a la concentracion de ENA. Medio 7:3, agua:dioxano,
pH 9,20; [NBP], = 2,0 X 102 M; T = 37,5 °C.

- 146 -



4. Resultados y discusion

Con el inverso del factor preexponencial de la Ec 67 y como

/éACNO — \LNO [_NBP] \(I\O — /é\LNO [H O] se puede CSCribir:

alq obs |lq h1d obs hid
(5-9) g, = O](/q:f - ‘){ j 1 (k;}f k")
0 ENA ACNO ENA
a w! &, [NBP] o ! K (68)

Al representar los valores del primer miembro de la Ec 68 frente a los
de 1/[NBP], mantenidas constantes las demds variables (temperatura, pH y [ENA]) se

obtiene la representacion lineal que muestra la Figura 4.40. .

0,015
s y = 0,0001x - 0,001
= 0.010 4 R’ = 0,9955
< 5
Z
=)
? 0,005 1
2
0,000

20 40 60 80 100 120
1/[NBP], M"

Figura 4.40. Ajuste de los resultados experimentales a la Ec
94. Medio 7:3, agua:dioxano, pH 9,20; [ENA], = 8,0 X 104 M;
T=375°C.

Verificado el orden uno respecto a [NBP], con los valores de la

pendiente y ordenada en el origen de la recta obtenida se puede conocer el valor del

coeficiente de absorcién molar del aducto NBP-ACNO vy del cociente ( ke / /é{?g\o) este

ultimo tomado como indice para interpretar las correlaciones entre reactividad quimica de
la NBP y la capacidad mutagena de los agentes alquilantes objeto de estudio.

Como en medio acido la constante de velocidad de la reaccion de
descomposicién de ENA es muy pequefia (£" =3,77%10 min"a pH 6,25y T'= 37,5 °C)
y también mucho mas pequefia que la constante de hidrolisis del aducto, es decir,

£ < k), 1a Ec 68 puede escribirse asi (¢ Apartado 3.2.3.2.):

hid >

alq obs ““obs

T e )

AD

l/é \LNO/éEI\ A [ENA]U %:AD )
(1 e ™ )
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La Ec 69 puede escribirse de forma sencilla as:

]:d(l—erm)'f‘f (70)

donde a, by ¢ son: a= (e, /£ KN ENAL) [ (00 +£0°) 620 ], 5= £ y ¢ un

factor de ajuste.
La Figura 4.41. muestra el ajuste no lineal de los resultados a la Ec 70

(pH 4,83y T = 37,5 °C).

0,6

0,4

A-Ao

0,2

0 hd T T
0 15000 30000 45000

t, min

Figura 4.41. Variacién de la absorbancia del aducto NBP-
ACNO a un pH 4,83. Medio 7:3, agua:dioxano; [NBP], = 2,0 X
102M; [ENA], = 8,0 X 104 M; T = 37,5 °C.

El valor de la absorbancia a tiempo # es suma de dos contribuciones: la
absorbancia del aducto a ese tiempo (A,p,) y la del NBP (Ayyp) que puede aproximarse a la
absorbancia inicial, puesto que la concentraciéon de aducto formado a tiempo cero es cero.
Asipues: A, = A, + A,

En pH acido una fraccién importante de la NBP se encuentra
protonada (pK, = 4,3 en medio 7:3 agua:dioxano). Por tanto, la concentracién de la especie
NBP, especie efectiva en la reaccion de alquilacion, puede determinarse a partir de la Ec 74

(¢fr. Apartado 4.1.1.).

_ S
[NBP]=[NBP]_, 10 [H ]+1 (74)

Para calcular la capacidad alquilante del ACNO en medio acido se ha

manejado el inverso del factor preexponencial de la Ec 70. Como /é’l\:o\lo = /éj:NODNBP] y

/é ACNO

— /é ACNO
hid obs

— hid

[H,O], se puede escribir:

- 148 -



4. Resultados y discusion

Ly = JLOKY (éﬁs‘”j 1, AN
a

gAD/ ’éfl:« 'éj;NO WBP] gr\D//éj:A (71)

La representacion del primer miembro de la Ec 71 frente a 1/[NBP],
mantenidas constantes las demas variables (pH, temperatura y [ENA] ) es una linea recta
(Figura 4.42.). Asi, al mismo tiempo que se verifica el orden uno respecto a la

concentraciéon de NBP, con los valores de la pendiente y ordenada en el origen de la recta

: : ACNC ACNC . (%
obtenida, se puede calcular el cociente £ ’ / k.7 y conocer el coeficiente de absorcion

molar del aducto NBP-ACNO.

0,0045
y= 4E-05x + 0,0006
| 2 _
Q; 0,0035 R™ = 10,9966
<
Z
H, 00025
0,0015 ‘ ‘ ‘

30 40 50 60 70
1/[NBP], M
Figura 4.42. Influencia de la concentraciéon de NBP a pH 5,80.

Medio 7:3 (Tampoén acético/acetato:dioxano); T = 37,5 °C;
[ENAJ, = 8,0 X 104 M;

4.2.2.2.3. Influencia del pH
Para investigar la influencia del pH del medio sobre la capacidad

alquilante de la NBP se ha trabajado en el intervalo pH 4,5-10,0. La Tabla 4.20. muestra los

valores del cociente (/éi;NO / ko N ) en medios de diferente acidez.
Como no se ha podido medir el valor de la constante de hidrolisis del
ACNO, no se conoce el valor de la constante de alquilacién de la NBP por el ACNO. Por

ello se ha manejado el cociente (/él\;\o / /é;s;No) , que permite evaluar capacidad alquilante

del ACNO sobre la NBP, y la influencia de la reacciéon de hidrolisis del agente alquilante

que compite con la alquilacion.
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Como queda reflejado en la Tabla 4.20., el valor del cociente

(/éj:m/ /élifNO) disminuye al aumentar el valor del pH del medio de reaccién. Esta

variacion se debe a la dependencia de la constante de hidrélisis del ACNO con la acidez del

medio de reaccion. Para valores de pH > 6 se ha observado una relacién lineal entre el

: AC ACN 3 . . s
inverso de (/éal:NO / k,hl;\o) y la concentracién de iones hidroxido.

Tabla 4.20. Influencia del pH en la reaccién de alquilaciéon de la NBP por el
ACNO en medio 7:3 agua:dioxano; T = 37,5 °C

AD
pH (&) g O -
(min-t) (min)
4,832 648 £ 7 0,25 0,096 £ 0,001 2608,2
5,302 6889 0,26 0,262 + 0,007 996,2
5,802 5385 0,22 0,66 = 0,02 326,9
0,25 270 £ 15 0,12 1,89 £ 0,05 64,5
8,66P 372+ 11 0,16 93105 17,3
9,190 301 8 0,13 19 £1 7,0
9,68> 179 + 24 0,08 28£2 3,0

[ENAJ, = 8,0 X 10 M; [NBP], = 2,0 X 102M
* Tampon Acetato; ® Tampon Borato
¢ Desviacion estandar

Para valorar cuantitativamente la influencia de la hidrélisis del ACNO
sobre su potencial alquilante efectivo, se ha utilizado el parametro / que se relaciona con las
constantes de velocidad de alquilaciéon por ACNO vy de hidrélisis del mismo segin la Ec.
78.

/éf\CNO [NBP]

PR T e
ko [NBP]+ £ [H,0] (78)

Conocido el valor de (/éj:m / /élifNO) se puede conocer el de fcon la Ec

78 escrita en la forma:

1o, 1 [H,0]

S (R0 k) [NBP] 79)
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La fraccion fde ACNO que forma aducto varfa con la acidez del medio
(Tabla 4.20.). Al aumentar el valor del pH disminuye el de £ En el intervalo pH 4,5-10,0
los valores de fson inferiores al 50%, es decir, la fraccion de ACNO hidrolizada es mayor

que la que reacciona con la NBP para formar aducto.

Tanto el cociente (/éj:m / /élifNO) como la fracciéon de ACNO que da
lugar a aducto, permiten conocer la influencia de la reaccion de hidrélisis del ACNO sobre
su capacidad alquilante. En algunos casos el aducto formado es inestable, siendo esta
eventual inestabilidad un factor a tener en cuenta al evaluar la actividad alquilante de un
determinado compuesto. Con tal objeto se ha introducido un nuevo parametro,
denominado tiempo de vida (AL), que toma en consideraciéon la hidrélisis del aducto NBP-
ACNO. El tiempo de vida del aducto valora la cantidad total de aducto presente a lo largo
de la reacciéon por unidad de concentracion de agente alquilante y se ha definido como el
cociente entre el area bajo la curva [AD]/#y la concentracién de agente alquilante (Eq 80).

Al aumentar el area bajo la curva aumenta AL y, con él, la efectividad temporal del agente

alquilante.

B I: [AD]ds £, [NBP] Y,

[ENAL (6 [NBPI+ T [HO) A &

alq

(80)

El valor de AL permite valorar cémo la inestabilidad del aducto influye
en la capacidad alquilante del ACNO e integra tres contribuciones: la alquilacién de NBP
por ACNO, la hidrdlisis de éste y la estabilidad del aducto formado.

Conocidos los valores de fy de la constante de hidrdlisis del aducto, se
puede calcular el de AL (Ec 80). El valor de la constante de hidrolisis del aducto NBP-
ACNO se calcula directamente del ajuste no lineal a las Ecs 68 6 71 (en medios basico o
acido, respectivamente; ¢f7. Apartado 3.2.3.2.).

La Tabla 4.20. recoge los valores de la constante de hidrélisis del aducto

£y de AL a diferentes pHs.

hid

Al disminuir la acidez del medio de reacciéon crece la constante de
hidrolisis del aducto. Esta variacion, junto con la observada para el parametro £ se refleja
en el tiempo de vida del aducto. El valor de AL se mueve entre 2.600 min a pH 4,8 y 3 min
a pH 9,7. Se observa asi que el tiempo de vida del aducto es un buen indicador de la

eficacia de alquilacién de agentes como el ACNO, puesto que tiene en cuenta las tres
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contribuciones: alquilacién de la NBP por ACNO, hidrdlisis competitiva del mismo e

hidrdlisis del aducto NBP-ACNO.

A

0 2000 4000 6000

t, min

Figura 4.43. Influencia del pH en los perfiles cinéticos observados en la
reaccion del alquilaciéon de la NBP por el ACNO. Medio 7:3 (e) pH 4,83; (A)
pH 5,80; (0) pH 6,25; (A) pH 8,66; (©) pH 9,19; (m) pH 9,68. [ENA], = 8,0 X
104 M; [NBP]p = 2,0 x 102 M; T = 37,5 °C.

4.2.2.2.4.Influencia de la temperatura

La Tabla 4.21. recoge los valores de (/éj:NO / kN ) ,/y AL ylos de la

hid

constante de hidroélisis del aducto NBP-ACNO a diferentes temperaturas.

Tabla 4.21. Influencia de la temperatura en la reaccién de alquilacion de
la NBP por el ACNO en medio 7:3 agua:dioxano

T . 102404 AL
€0 SNAN / (min ) (min)
37,5 301 £ 8 0,13 1,0 £ 0,1 7,0
35,0 391 £ 8 0,17 1,59 £ 0,08 10,5
32,5 283 £ 13 0,13 1,14 £ 0,05 11,1
30,0 264 £ 18 0,12 1,02 £ 0,03 11,7
27,5 259 + 7 0,12 0,76 + 0,08 15,6
25,0 238 + 57 0,11 0,56 + 0,02 19,4

[ENA], = 8,0 X 10 M; [NBP], = 2,0 X 102M; tampén Borato pH 9,20
aDesviacion estaindar
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4. Resultados y discusion

En el intervalo T'= 25,0-37,5 °C se ha observado una notable variacion
de la pseudoconstante de velocidad de hidrélisis con la temperatura (Tabla 4.21.). Esta
dependencia se refleja en el valor de AL, observandose una apreciable disminucién del

mismo al aumentar la temperatura (AL, =19 min) a T'= 25,0 °C.

4.2.2.2.5. Estudio comparativo de la capacidad alquilante de
diversas especies
Con objeto de comparar la capacidad alquilante del ACNO con la de
otras especies estudiadas investigadas en nuestro grupo de trabajo: S-propiolactona y S-
butirolactona (Manso e7 al., 2005), dicetena (Gémez-Bombarelli ef a/, 2008) y N-alquil-IN-
nitrosoureas (IN-metil, N-etil, N-propil y N-butilnitrosourea, donde el agente alquilante es

el correspondiente ion alquildiazonio; Manso e# al., 2008), se han determinado los valores
de los parametros reflejados en la Tabla 4.22. En ella se recogen los valores de (/éalq / k., ) ,

de fy de AL en aquellos casos en que el aducto es inestable y se hidroliza.

Tabla 4.22. Estudio comparativo de la capacidad alquilante del éxido de
acetonitrilo comparada con otros agentes alquilantes

Agente alquilante (/éﬂq / k. d) f AL
(min)
f -Propiolactona? 5395 0,76 Aducto estable
P-Butirolactonas 3158 0,62 Aducto estable
16n Metildiazoniob 12878 0,87 Aducto estable
16n EtildiazonioP 10809 0,85 Aducto estable
16n Propildiazoniob 4691 0,71 Aducto estable
16n Butildiazoniob 3204 0,62 Aducto estable
Dicetenac 500000 1 1,2
Oxido de acetonitrilod 391 0,17 10,5

[NBP], = 2,0 X 102M; Medio 7:3 (agua:dioxano); T'= 35,0 °C
aManso ¢f al., 2005; PManso ef al., 2008; <Gémez-Bombarelli ef /., 2008
dpH 9,20

El valor del parametro fpara la reacciéon de alquilacion de 1a NBP por el
oxido de acetonitrilo, es pequenio (f = 0,17) comparado con el calculado para los demas

agentes alquilantes, que oscila de 0,6 a 0,9 para los iones alquildiazonio y las lactonas BPL y

- 153 -



Reaccion de alguilacion de la NBP por ENA

BBL y es la unidad en el caso de la dicetena, donde la reaccion de hidrolisis no compite de
forma significativa con la reacciéon de alquilacion.

Como las especies BPL, BBL y los iones alquildiazonio forman aductos
estables con la NBP, el calculo de AL es ocioso. Sin embargo, en el caso de la dicetena o
del propio 6xido de acetonitrilo, el valor de AL debe tenerse en cuenta, debido a la
inestabilidad de los aductos que forman con NBP. Los bajos valores del tiempo de vida
encontrados en estos casos reflejan (Tabla 4.22.) la gran inestabilidad de los aductos. En el
caso de la dicetena, el tiempo de vida de su aducto con NBP es muy pequefio (~ 1 min)
coherente con su inactividad como carcinégeno (Van Duuren, 1969).

Puede concluirse asi que la pequefia fracciéon de aducto NBP-ACNO
formado y la hidrolisis del mismo, podrian ser las causas de la baja capacidad alquilante del

ACNO comparada con la que presentan otros agentes alquilantes.
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5. Conclusiones

5. Conclusiones
|. Capacidad alquilante del acido sorbico y sus sales

El estudio cinético de la capacidad alquilante del &cido sérbico y sus sales sobre la
molécula 4-(p-nitrobencil)piridina (NBP) ha conducido a las siguientes conclusiones:

1. Las mezclas acido sorbico/sorbato sodico y acido sérbico/sorbato potasico
muestran actividad alquilante sobre la NBP, molécula de nucleofilia analoga a la de las

bases del ADN. La reaccion de alquilacion cumple la siguiente ecuacion de velocidad:
V= kan[H+][S][NBP]/(Ka +[H*]), donde K, la constante de disociacion del &cido sorbico.

2. La adicion de la NBP en el carbono C5 de la molécula de acido sorbico se ve
favorecida energéticamente frente a la adicion en C3.

3. En los sistemas HS+NBP+KOH y HS+NBP+NaOH la especie alquilante
efectiva es la forma no disociada del acido sorbico (HS).

4. La reactividad de la mezcla sorbico/sorbato aumenta al disminuir el pH, con una
actividad alquilante maxima en el intervalo de pH 5-6. En el pH celular (~7) el porcentaje
de la especie alquilante efectiva (HS) es despreciable.

5. El sorbato potasico muestra capacidad alquilante sobre la molécula de NBP. La
ecuacion de velocidad es analoga a la de alquilacion de la NBP por el &cido sérbico, siendo
la forma sin disociar de este Ultimo la especie alquilante efectiva.

6. El coeficiente de absorcion del aducto formado con la NBP es: g, = 215 + 18

M*cm™ (A =580 nm).

Il. Reaccion entre el dcido sorbico y el nitrito sodico. reactividad de 1,4-
dinitro-2-metil pirrol

El estudio de la descomposicion de 1,4-dinitro-2-metil pirrol (NMP) y de la
alquilacion de NBP por NMP ha conducido a las siguientes conclusiones:
7. En la reaccion de descomposicion del NMP, el ion hidroxido reacciona con esta

molécula para formar un aducto tipo Meisenheimer segin la ecuacion de velocidad:
v=k"PI[OH JINMP]. El efecto cinético isotdpico inverso, k™" /k™* =07, sugiere

'des desH,0 desD,0O

que el i6n hidroxido actia como nucle6filo sobre la molécula de NMP.
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8. EI NMP se encuentra en su forma neutra en el intervalo de pH 7-10 (K, = (2,5 =
05) x 10" MaT =25,0°C).

9. Se ha encontrado una dependencia lineal entre Ink®™ y 1/& en los diferentes

des
medios agua:dioxano estudiados, observandose una buena correlacion de Palm-Vizgert que
sugiere la existencia de un mecanismo comun.

10. En la reaccion entre la NBP y el NMP la especie alquilante efectiva es la 5-metil-
3-nitro-1H-pirrol-2(5H)-ona (MN1P5N) producto de descomposicién del NMP.

11. La reaccion de alquilacion de la NBP por la MN1P5N obedece a la ecuacion de
velocidad: v = d[ADY/dt = |k, K INMPY, (&7 e e )| [k 4K, K27,

donde Kiens ¥ Knigons SON 1a pseudoconstantes de velocidad de alquilacion de la NBP por la

especie  MNIP5N vy la de hidrélisis de la misma, respectivamente, y k'™ la

obs

pseudoconstante de velocidad de descomposicion del NMP.

12. Los pequefios valores del cociente entre la constante de alquilacion y de
hidrdlisis y el de la fraccion de agente alquilante que forma aducto, comparados con los que
se observan para otras especies alquilantes como algunas lactonas, revelan una menor
capacidad alquilante del MN1P5N.

I11. Estudio de /a reactividad del &cido etilnitrdlico

El estudio cinético de la reaccion de hidrdlisis del acido etilnitrolico (ENA) y de la
alquilacion de NBP por ENA ha conducido a las conclusiones siguientes:

13. La reaccién de descomposicion del ENA cumple la siguiente ecuacion de

velocidad: v =k [ENAIK, /(K, +[H"]) donde K, es la constante de disociacion del &cido

es
etilnitrélico.

14. La constante de disociacion del ENA disminuye al aumentar la proporcion de
dioxano en el medio de reaccion, observandose una relacion lineal entre el log K, y el
parametro de Onsager, coherente con la hipdtesis de que el equilibrio entre las formas
disociada y no disociada del ENA se alcanza a través de un intermedio con formacién de
enlaces O---H.

15. La buena correlacion de Palm Vizgert sugiere que la reaccion de
descomposicion del ENA transcurre a través de un mecanismo comun en todos los medios

agua:dioxano estudiados.
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16. El oxido de acetonitrilo (ACNO) producto de descomposicion del ENA, se

hidroliza segtin la ecuacién de velocidad: v =k/;"°[ACNO][H,O}"r

hid esD,0

17. La relacion entre las pseudoconstantes de velocidad de descomposicion del
ENA e hidrolisis del ACNO es: (7,1+0,5)=x107/(4,23+0,01)x10° =17 (T = 375°C y
pH 9,49) respectivamente.

18. En la reaccidn entre la NBP y el ENA, la especie ACNO es el agente alquilante
efectivo.

19. La reaccion de alquilacion de la NBP por el ACNO se ajusta a la ecuacion de

_KENA

velocidad: v=d[AD]/dt=(kA°N° KA [ENAL e °"5‘-kAD[AD])/(kA°N°+kA°N°), donde

algobs " “obs hid hid obs alq obs

ACNO ACNO
kalqobs y khidobs

son las pseudoconstantes de velocidad de alquilacion de la NBP por el

ENA
obs

ACNO vy la de hidrolisis de este Gltimo, respectivamente, k. la pseudoconstante de

descomposicion del ENA y k.’ la constante de hidrdlisis del aducto ACNO-NBP (AD)

formado.

20. La fraccion de ACNO que forma aducto y el tiempo de vida del mismo
disminuyen al aumentar el pH del medio en el intervalo de pH 4,5-10,0. En medio acido
(pH 4,8) solamente el 25 % del ACNO reacciona con la NBP para formar un aducto cuyo
tiempo de vida no supera los dos dias.

21. La reducida capacidad alquilante del ACNO, comparada con la de otras especies
(como algunas lactonas o N-alquil-N-nitrosoureas) se ha interpretado en términos de la
pequefia fraccion de NBP que sufre alquilacion y de la hidrdlisis del aducto NBP-ACNO

formado.
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Apéndice A

Apéndice A. Sintesis del ENA 'y del NMP
1. Sintesis del NMP
El espectro 'H-RMN obtenido de la especie NMP en cloroformo deuterado se

muestra en la Figura A.1.
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Figura A.L. Espectro de 'H-RMN del NMP en CDCls.

La determinacion del coeficiente de absorciéon molar del NMP en disolucién acuosa
se ha llevado a cabo espectrofotométricamente. Los espectrogramas obtenidos a diferentes
concentraciones de reactivo en disolucién acuosa a T = 25,0 °C quedan reflejados en la
Figura A.2.a. En la Figura A.2.b. se muestra el buen cumplimiento de los resultados a la
ecuacion de Lambert-Beer, que nos permitird determinar el valor del coeficiente de
absorcion del NMP a diferentes longitudes de onda correspondientes a los maximos de

absorcion de dicha especie.
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Figura A.2. (@) Espectrogramas del NMP en disolucion acuosa a T = 250 a
diferentes concentraciones de reactivo. (D) Determinacion del coeficiente de absorcion

molar del NMP a diferentes longitudes de onda. A (nm)= 209 (O), 229 (m), 270 (A),
329 (A), 385 (e).

2. Sintesis del ENA
El espectro "H-RMN obtenido de la especie ENA en cloroformo deuterado se

muestra en la Figura A.3.

Figura A.3. Espectro de 'H-RMN del ENA en CDCl.
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El coeficiente de absorciéon molar del ENA se ha determinado para las formas
disociada y no disociada del mismo. Teniendo en cuenta el valor del pK, de la especie ENA
en disolucién acuosa, pK, = 7,4 a T = 25,0 °C (véase Apartado 4.2.3.1.) se ha trabajado en
medio 4cido a pH inferior a dicho valor (pH 3,00) para determinar el valor del coeficiente
de absorciéon molar de la forma no disociada. En la Figura A.4. se muestran los
espectrogramas observados en medio acido al modificar la concentraciéon de reactivo ENA

y el cumplimiento de la ecuaciéon de Lamber-Beer para dicha especie.

3 3
a) b)
€ —
2 c 5 y 0,4;341)( + 0,0045
(S,\.’l R™=0,9996
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<
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A,nm 10°'[ENA], M

Figura A.4. (8) Espectrogramas del ENA en disolucion acuosa a pH 3,06 para
diferentes concentraciones de reactivo. (D) Determinacion del coeficiente de absorcion

molar de la forma no disociada del ENA a una longitud de onda 4 = 240 nm. [HC]]
=103M; T =25,0°C

En relacion con la forma disociada del ENA, se ha determinado el coeficiente de
absorcién molar de la misma a un pH superior al valor del pK, del ENA -pH 11,97-.
Debido a la inestabilidad de la forma basica del ENA, se preparaba una disolucién madre
de esta especie en disolucion acuosa. Para alcalinizar el medio, se tomaban diferentes
alicuotas de dicha disoluciéon que se afiadian a un volumen determinado de hidréxido
sodico 0,1 M y finalmente, para alcanzar un volumen final comun en todas las experiencias
se afladfa agua. LLos espectrogramas obtenidos a diferentes concentraciones de ENA vy el

ajuste de los resultados a la ecuacién de Lambert-Beer se muestran en la Figura A.5.
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Figura A.5. (@) Espectrogramas del ENA en disoluciéon acuosa a pH 11,97 a
diferentes concentraciones de treactivo. (D) Determinacion del coeficiente de absorcion

molar de la forma disociada del ENA a una longitud de onda 4 = 328 nm. [NaOH]
=0,1M;

A4
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Apéndice B. Identificacién de especies

1. Especies intermedias y productos resultantes de la reaccion de hidrolisis
del NMP

Las Figuras B1 y B2 muestran los espectros del NMP obtenidos en disolucién

acuosa a tiempot=0y 2 h.
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Figura B.1. Espectro de masas del NMP at = 0 h. Disolucion acuosa pH 11 (NaOH).
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Figura B.2. Espectro de masas del NMP a t = 2 h. Disolucién acuosa pH 11 (NaOH).
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Los espectros de 'H-RMN y ®C-RMN del isdbmero mas estable de la

descomposicion del NMP, la especie 5-metil-3-nitro-1H-pirrol-2-ol (MN1PO) se muestran

en las Figuras B3 y B4, respectivamente.
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Figura B.3. Espectro de tH-RMN de la especie MN1PO en D,O.
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Figura B.4. Espectro de $3C-RMN de la especie MN1PO.
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3. Aducto NBP-ENA
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Figura B.6. Espectro de masas del producto de hidrdlisis del aducto NBP-ACNO
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Apéndice C. Tablas de constantes
1. Constante dieléctrica en mezclas agua:dioxano (v/V)

La Tabla C1 recoge los valores de ¢ obtenidos de bibliografia o determinados por

interpolacion lineal de los encontrados en bibliografia (Akerlof y Sort, 1936).

Tabla C1. Variacidn de £ con la temperatura en mezclas agua:dioxano (v/v)

Agua:dioxano T

25,0 27,5 30,0 32,5 35,0 37,5

10:0 78,49 77,60 76,68 75,80 74,93 74,07
9,5:0,5 74,09 73,20 72,32 71,46 70,60 69,76

9:1 69,71 68,85 68,00 67,16 66,33 65,52
8,5:1,5 65,23 64,43 63,63 62,85 62,07 61,31
8:2 60,84 60,06 59,30 58,54 57,80 57,06

73 51,92 51,22 50,54 49,87 49,20 48,54

6:4 42,99 42,39 41,80 41,22 40,65 40,08

55 34,27 33,78 33,30 32,83 32,36 31,90

2. Constante de autoprotdlisis del agua en mezclas agua:dioxano (v/V)

Los valores de K, en las mezclas agua:dioxano mostradas en la Tabla C2 se han
determinado por interpolacion lineal de los encontrados en bibliografia (Llor et al., 1987).

Como las densidades de las mezclas agua:dioxano no varian significativamente al
modificar la proporcion de este ultimo (Aminabhavi y Gopalakrishna, 1995; Tabla C3) el

porcentaje en volumen es practicamente igual a su porcentaje en peso.
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Tabla C2. Variacion de Ky con la temperatura en mezclas agua:dioxano (v/v)

T Agua:dioxano?

(°C) 10:0 8:2 73 6:4 55

25,0 14,00 14,58 14,93 15,37 15,98
27,5 13,92 14,49 14,85 15,30 15,90
30,0 13,83 14,40 14,76 15,22 15,81
32,5 13,76 14,34 14,71 15,16 15,72
35,0 13,68 14,27 14,65 15,09 15,63
37,5 13,61 14,16 14,53 14,97 15,53

aPorcentaje en peso

Tabla C3. Densidad de las mezclas agua dioxano a T = 25 °Ca

X peso dioxano (g/€m3) X volumen dioxano
0 0,9973 0
0,2 1,0342 0,201
0,3 1,0372 0,303
04 1,0368 0,403
05 1,0356 0,503

aInterpolacién lineal de los valores tomados de

bibliografia (Aminabhavi y Gopalakrishna, 1995)

Akerlof, G.; Sort, O. A. J. Am. Chem. Soc. 1936, 58, 1241.

Llor, J.; Sdnchez-Nevado, M.; Asensio, S.; Cortijo, M. Anal. Quim. 1986, 83, 317.

Aminabhavi y Gopalakrishna, J. Eng. Data 1995, 40, 856.
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Apéndice D. Célculo de pK,

1. Determinacion del pK, del &cido sérbico

Método espectrofotométrico

La Tabla D1 recoge los resultados pH-A obtenidos en la determinacion
espectrofotométrica de la constante de disociacion del acido sorbico en medio 7:3,

agua:dioxano (v/v), utilizandose como bases hidroxido sodico e hidroxido potasico.

Tabla D1. Determinacién de la constante de disociacién del acido sérbico en la
mezcla 7:3 agua:dioxano a T = 25,0 °C en presencia de las bases NaOH y KOH.

NaOH KOH

PH 1= £5 nm) PH 1= £5 nm)
3,80 0,6332 - -
391 0,6284 3,98 0,6775
4,02 0,6317 4,06 0,6731
4,26 0,6183 4,12 0,6705
4,42 0,6152 4,25 0,6677
4,54 0,6004 4,41 0,6620
4,67 0,6153 4,66 0,6521
4,81 0,6054 4,92 0,6437
5,00 0,5935 531 0,6079
5,22 0,5739 5,46 0,5836
5,42 0,5445 5,65 0,5601
5,75 0,5081 5,74 0,5463
5,93 0,4820 597 0,5201
6,34 0,4475 6,10 0,5049
6,65 0,4361 6,36 0,4806
6,90 0,4248 6,60 0,4653
711 0,4196 6,82 0,4604
7,55 0,4151 6,93 0,4576
8,59 0,4165 7,27 0,4532
8,97 0,4133 8,74 0,4500
9,24 0,4119 9,28 0,4479
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Meétodo volumétrico

Las siguientes figuras muestran los perfiles pH - A obtenidos en las valoraciones

acido base del acido sorbico en diferentes medios agua:dioxano asi como la representacion

ApH / AV, frente al Vo4 que nos permite determinar el volumen de hidroxido
gastado en el punto final de la valoracion (V).

12 20
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Figura D1. Perfil pH - A (a) y determinacion del volumen de NaOH gastado en el punto final de la
valoracidn con la representacion ApH / AV naon - Vnaon (D) en disolucion acuosa.
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Figura D2. Perfil pH - A (a) y determinacion del volumen de NaOH gastado en el punto final de
la valoracion con la representacion ApH / AVnaor - Vnaon (D) en medio 9:1, agua:dioxano.
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Figura D3. Perfil pH - A (a) y determinacion del volumen de NaOH gastado en el punto final de
la valoracién con la representacion ApH /7 AV naon - Vnaon (B) en medio 8:2, agua:dioxano.
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Figura D4. Perfil pH - A (a) y determinacion del volumen de NaOH gastado en el punto final de
la valoracion con la representacion ApH / AVnaor - Vnaon (D) en medio 7:3, agua:dioxano.
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VieoH: cm®

APH/A VNaoH

20

15 A

10 A

VNeoH: cm’

Figura D5. Perfil pH - A (a) y determinacion del volumen de NaOH gastado en el punto final de
la valoracién con la representacion ApH /7 AV naon - Vnaon (B) en medio 6:4, agua:dioxano.
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Figura D6. Perfil pH - A (a) y determinacion del volumen de NaOH gastado en el punto final de
la valoracion con la representacion ApH / AVnaor - Vnaon (D) en medio 5:5, agua:dioxano.
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2. Determinacion del pK,del NMP
La Tabla D2 recoge los valores pH-A obtenidos en la determinacion
espectrofotométrica del pK, de 1,4-dinitro-2-metil pirrol (NMP) en medio 7:3,

agua:dioxano.

Tabla D2. Determinacion de la constante de disociacion
del NMP en la mezcla 7:3 agua:dioxano a T = 25,0 °C.

pH A= 3:21 nm)
1,29 0,1786
2,25 0,1778
3,22 0,1783
4,24 0,1708
5,50 0,1822
5,60 0,1848
5,50 0,1770
5,60 0,1837
7,30 0,1895
9,87 0,2767
10,30 0,4476
10,64 0,5547
10,75 0,6553
11,03 0,8267
11,10 0,8606
11,45 1,0119
12,40 1,0212
12,44 1,0393
13,28 1,0195

3. Determinacion del pK, del ENA
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Método espectrofotométrico
La Tabla D3 recoge los valores pH-A obtenidos en la determinacion del pK, del
acido etilnitrolico (ENA) en diferentes medios, agua:dioxano (v/v).

Tabla D3. Determinacion de la constante de disociacion del ENA en mezclas
agua:dioxano (v/v) a T = 25,0 °C.

10:02 9,5:0,5 91

PH 1= £0 nm) PH A= 926 nm) PH A= 927 nm)
2,51 0,0127 4,70 0,0102 - -
2,61 0,0116 4,90 0,0098 551 0,0192
2,81 0,0106 5,06 0,0114 58 0,0214
375 0,0116 5,26 0,0117 6,04 0,0285
4,74 0,0122 577 0,0200 6,26 0,0357
511 0,0128 5,98 0,0327 6,57 0,0489
5,54 0,0188 6,26 0,0441 6,78 0,0687
6,09 0,0372 6,56 0,0787 6,97 0,1044
6,45 0,0697 6,76 0,1096 712 0,1382
6,74 0,1128 6,95 0,1519 7,25 0,162
7,01 0,1771 7,14 0,2048 743 0,2063
7,21 0,2407 73 0,2508 7,6 0,2576
7,37 0,2909 7,44 0,2887 7,79 0,3097
7,55 0,3699 7,51 0,3094 797 0,3947
7,71 0,4357 7,61 0,3427 8,17 0,4552
7,87 0,4909 7,69 0,3647 8,32 0,4911
7,99 0,5246 7,84 0,4077 8,51 0,5123
8,27 0,5945 7,91 0,4268 8,7 0,5422
8,52 0,6297 8,00 0,4446 8,84 0,5567
8,85 0,6557 8,13 0,4615 9,07 0,5708
9,03 0,6621 8,26 0,4835 9,19 0,5748
9,24 0,6642 8,51 0,5100 9,27 0,5758
9,47 0,6606 8,68 0,5247 9,44 0,578
9,88 0,6608 8,92 0,5327 9,58 0,578
10,1 0,6581 9,07 0,5341 9,73 0,5792

Tabla D3. Continuacion
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8,5:1,5 8:2 73
PH 1= 327 nm) PH (A= 3@9 nm) PH (A= ?20 nm)
4,44 0,0101 5,03 0,0112 4,66 0,0136
4,55 0,0104 5,45 0,0126 519 0,0139
4,99 0,0113 5,69 0,0149 5,96 0,0179
5,27 0,0124 5,85 0,0183 6,43 0,0307
5,57 0,0158 6,16 0,0282 6,7 0,0399
5,98 0,024 6,49 0,0438 6,99 0,0605
6,36 0,0448 6,88 0,0784 7,24 0,0865
6,6 0,072 7,05 0,0978 7,45 0,1229
6,85 0,1022 72 0,1246 7,6 0,1575
7,02 0,132 7,33 0,1539 7,73 0,1947
7,12 0,1652 7,54 0,2319 791 0,2571
72 0,1923 7,67 0,2681 8,03 0,3018
7,32 0,2224 7,93 0,3866 8,19 0,3749
741 0,2424 8,18 0,4989 8,32 0,4307
7,54 0,2935 8,38 0,5775 8,49 0,4991
7,6 0,3219 8,61 0,648 8,63 0,5648
7,71 0,3623 8,91 0,7109 8,79 0,6135
7,87 0,4163 9,09 0,7229 8,91 0,6425
7,95 0,4513 9,45 0,755 9,24 0,7064
8,14 0,5278 9,78 0,7654 9,46 0,7321
8,24 0,5616 9,95 0,767 9,69 0,7542
8,34 0,5914 - - 9,86 0,7567
8,51 0,6319 - - 10,04 0,763
8,6 0,6546 - - 10,16 0,7661
8,76 0,673 - - 10,28 0,7646
9 0,7002 - - 10,49 0,7663
9,16 0,707 - - 10,66 -
9,4 0,7154 - - - -
9,6 0,7196 - - - -
9,75 0,7202 - - - -
9,85 0,7205 - - - -
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Tabla D3. Continuacion

6:4 55
PH A= ?23 nm) PH 1= £5 nm)
5,01 0,0072 5,08 0,0092
52 0,0069 6,34 0,0124
5,57 0,0074 6,72 0,0145
6,05 0,0104 7,31 0,032
6,48 0,0156 7,75 0,0468
7,07 0,0391 8,06 0,0706
7,53 0,0707 83 0,1016
7,78 0,1071 8,45 0,1273
8 0,1475 8,6 0,1714
8,15 0,1821 8,75 0,2182
8,33 0,2415 8,89 0,2591
8,53 0,3255 9,09 0,3324
8,62 0,3489 9,32 0,4285
8,71 0,397 9,49 0,4679
8,86 0,4494 9,68 0,5388
9,05 0,5062 9,84 0,577
9,17 0,5535 9,92 0,5783
9,38 0,5978 10,06 0,6081
9,45 0,6082 10,32 0,6427
9,7 0,6469 10,51 0,6499
9,9 0,6618 10,63 0,6571
9,95 0,6679 10,81 0,6619
10,2 0,6815 11,08 0,6686
10,45 0,6926 11,25 0,6692
10,65 0,6904 11,44 0,6698
10,8 0,6912
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La Tabla D4 recoge los valores obtenidos en agua deuterada.

Tabla D4. Determinacion de la constante de disociacion
del ENA en agua deuteradaa T = 25,0 °C.

pH A= 920 nm)
3,49 0,0148
4,15 0,0155
5,01 0,0170
5,44 0,0211
5,83 0,0308
6,33 0,0579
6,70 0,1003
6,98 0,1486
7,18 0,2043
7,36 0,2664
7,50 0,3263
7,63 0,3861
7,75 0,4524
7,87 0,5121
8,03 0,5882
8,16 0,6440
8,32 0,7039
8,50 0,7598
8,68 0,7995
8,88 0,8247
9,01 0,8327
9,16 0,8409
9,30 0,8420
9,42 0,8402
9,63 0,8398
9,90 0,8352
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Meétodo volumétrico

Las Figuras D7 y D8 recogen los perfiles V,o-pH Y la determinacion del volumen
de hidroxido sédico gastado en el punto final de la valoracion (V,,,,) del acido etilnitrélico
en los medios 10:0 y 7:3 agua:dioxano (v/Vv), respectivamente.

12 20
a) . D)
10 - z 159
E o Virax = 2,3 CM°
I 8- S 104,
I ke K;
6 - SIS D o KSR > S
et AN .
4 ‘ ‘ ‘ 0 1 .
0 09 18 27 36 0 09 18 27 36
Vo cm’ VNaoH: cm’

Figura D7. Perfil pH - A (a) y determinacion del volumen de NaOH gastado en el punto final de
la valoracién con la representacion ApH /7 AV aon - Vnaow (D) en disolucion acuosa.

14 20
a) . b)
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3 15
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o
6 <
4 T T T

0 09 18 27 3,6

VieoH cm’ VieoH cm’

Figura D8. Perfil pH - A (a) y determinacion del volumen de NaOH gastado en el punto final de
la valoracion con la representacion ApH / AVnaor - Vnaon (D) en medio 7:3, agua:dioxano.
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Apéndice E. Conductividad
La Tabla E1 recoge los valores de las conductividades eléctricas (K) y molares (/)

de las sales sorbato sédico (NaS) potasico (KS) a diferentes concentraciones de las mismas.

Tabla El. Conductividades eléctricas y molares de las sales sorbato sédico (NaS) y sotéisico (KS)
en disolucion acuosa a T = 25,0 °C.

Sorbato sédico Sorbato potisico
103 ¢ Nas Knas Anas 103 ¢ ks Kks Axs
M) (uScmT) (S moltcm?) M) (uScmt)  (Smollcm?)
0,79 65,37 82,74 0,80 84,57 105,23
1,58 129,56 82,00 1,61 166,99 103,89
2,37 192,67 81,30 2,41 247,94 102,83
3,16 253,82 80,32 3,21 327,81 101,97
3,95 316,54 80,14 4,02 406,70 101,20
7,90 6174 78,15 8,04 790,86 98,40
11,8 909,44 76,75 12,06 1161,30 96,33
15,8 1177,96 74,56 16,07 1514,10 94,19
19,7 1449,42 73,39 20,09 1867,88 92,96

Para estudiar la conductividad molar del sérbato sédico o potasico, se considera un
proceso de asociacién iénico (Klofutar y Segatin, 2007), los iones Na™ o K y S) se
encuentran en equilibrio con el par idnico asociado (Na'S o K'S) como se muestra en el
Esquema E1.

- + _Km:_\ Q-
S +Na Na'S
K

S+K'===K'S

Esquema E1. Equilibtrio de asociacién entre los iones y
el par i6nico Na*S- o K*S-.

La constante de equilibrio de asociacion en ambos casos quedaria definida

segun las Ec 80 y 81.

g (80)
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— _K's
KKS -
Ay (81)
donde a. ,a . ,d.,d .y d_son las actividades de los pares i6nicos y de los iones K,
a IS a

Na' y S, respectivamente.

Las Ec 80 y 81 pueden escribirse de la forma:

T Yo S 83)
K — (1 B }/) ‘/;x+5
KS 2 2
Ve (84)

donde yes la fraccion de iones no disociados en disolucioén y £ es el coeficiente de actividad
de las especies correspondientes (i = Na', K', S, Na'S y K'S) siendo: f* = Joof, enel
caso de la sal sédicay f*= J. /. en la sal potasica. Las Ec 83 y 84 pueden simplificarse

considerando que: f* =1.

Se ha manejado la ecuacién de Lee-Wheaton en la forma descrita por Pethybridge y
Taba (Pethybridge y Taba, 1980) para estudiar la dependencia de la conductividad molar del
sorbato sédico y potasico con su concentracion (Ec 85 y 806). Esta ecuacion es valida para

concentraciones superiores a 0,1 M y electrolitos 1:1 (LLee y Wheaton, 1979).

A:}/AONHS [1+C1(ﬂx)+C2 (ﬂ%)2+C3 (ﬂ%)q’}_(l—fzd) [1+C4 (/6%)+C5 (ﬁ%)z—i_%} (85)
A=y A, [1+C1(ﬁz)+C2(ﬂz)2+C3(ﬂ%)3}(1fzd)[l+c4 (/5”)+C5(/5%)2+%} (86)

siendo AJ vy A, las conductividades molares limite de las sales sodica y potasica del
acido sorbico, respectivamente, ¢, # y f son parametros definidos de la forma:
e
7 (299,79)(3 7 1) 87

donde z, F, ¢y # son la carga de los iones, la constante de Faraday, la carga del electréon y la

viscosidad del disolvente, en este caso el agua, respectivamente. Para estudiar la variacién
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de la viscosidad del disolvente con la temperatura se ha considerado la siguiente ecuacion

247,8

empfrica: 7=2,414x10° X107

2 \1/2
Y= 8 T NAez |Z| ( 6)1/2
DkT 4

D y k son la constante dieléctrica y la constante de Boltzmann, respectivamente y ¢ la

(88)

concentracion de la sal sédica o potasica del acido sérbico. Se ha manejado una ecuacion
. . .., NS 12
empirica para estudiar la variaciéon de la constante dieléctrica con la temperatura: 8,85x10

[87,91-0,40 (T - 273,15)+9,59* (T - 273,15)>-1,33x10° (T - 273,15)’.

2 2
ze

ﬁ:DkT (89)

Los coeficientes C,, C,, C;, C, y C; son funciones complejas del producto #=xd

(Pethybridge y Taba, 1980) definidas segun:

C, =-0,09753+0,8185#-0,04144#* +0,01114#° (90)
C,=0,11798-0,18737#+0,09052#* - 0,02393#° +0,08358 In 91)
. =-0,19454 +0,39764#-0,37557¢* +0,25118# - 0,07843t" -0,10296 In # 92)

C, =-0,04724+0,06445¢ -0,07419#* +0,017847* +0,12428 In +0,09863¢ In # (93,
C. =0,084185-0,900517+0,07809# - 0,05333#* +0,50097 In #+0,45252¢ In # 94)

Los coeficientes de actividad de los iones, f, se pueden calcular con la ecuacién de

Debye-Hiickel para electrolitos 1:1 en la forma:

2(1+% d) (95)
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Para calcular el valor de f se ha considerado el siguiente valor para la distancia entre
los iones: d = 0,5 nm (Klofutar y Segatin, 2007). La influencia del radio utilizado sobte los

resultados finales es muy pequefia.

La Figura E1. muestra la variacion de la conductividad molar de las sales sddica y
potasica del acido sérbico (A) en funcién de la concentracion de las mismas (¢). Con el
ajuste de los resultados experimentales a las ecuaciones Ec 85 y 86, teniendo en cuenta las
expresiones Ec 87-95 asi como la definicién de constante de asociacion (Ec 83 y 84)

podemos determinar la conductividad molar limite del sorbato sédico y potasico - A7 ( y

A} - asf como las constantes de asociacion en ambas sales -K 5 v Kis- (Tabla 4.7.)

120
hs
S 100 -
S i
S
w
< 80 ‘-'”\'\‘\..__’\
60
0 0,008 0,016 0,024
c, M

Figura E1. Variacién de las conductividades molares Anas
(®) y Aks (A) con la concentracion de la sal.

Tabla E2. Conductividad molar limite de las sales sodica y potasica del acido
s6rbico y del anién sorbato y constante de asociacion idénica

A° A
Compuesto K )
(S cm? mol- 1) (S cm? mol?)
Sorbato sédico 84,0 £ 0,2 57104 33,9
Sorbato potasico 106,5 £ 0,2 6,2+03 33,0

T=25,0°C
aDesviacion estandar

La conductividad molar limite del anién sorbato (4] ) puede determinarse a partir

de la ley de Kohlrausch de la migracién independiente de los iones a dilucién infinita

conocida la conductividad molar limite de las sales sédica y potasica del acido sérbico (Ec

96y 97).
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Ay = A A (96)
A ZAL A 97)

Conocido el valor de la conductividad molar limite de los iones Na* y K', A=

50,08 S cm” mol” y Ae. = 73,488 cm’ mol" (Okan y Champeney, 1997), respectivamente,

podemos determinar la conductividad molar limite del anién sorbato a partir de los valores

de la conductividad molar limite del sorbato sédico y potasico - Ay y A, -. El valor
obtenido a pattir de ambas sales no varia significativamente, A’ = 33,9 y 33,0 S cm” mol ™,

en presencia del cation Na* y K, respectivamente (Tabla 4.6.).

La Tabla E3. recoge los valores de la conductividad molar limite de algunos aniones
de acidos carboxilicos (Apelblat, 2002) para poder comparar con el obtenido para el aniéon
sorbato.

Los aniones procedentes de acidos monobasicos presentan conductividades
molares limite comprendidas entre 14 y 55 S cm® mol”, observandose un valor medio de
30,8 + 4,7 S cm” mol" -este valor esta calculado considerando una gran variedad de acidos

organicos muy distintos, desde el punto de vista estructural, y con sustituyentes diferentes-

(Apelblat, 2002).

Tabla E3. Conductividad molar limite de algunos aniones de
acidos monobasicos en disolucion acuosa

20
Aniéna

(S cm? mol)
n-Pentanoato 33,68
n-Hexanoato 31,09
2-Hexenoato 28,20
4-Hexenoato 27,54
Acrilato 35,89
3,3-Dimetil acrilato 3491
Benzoato 33,26
2-Metilbenzoato 32,33
2-Etilbenzoato 29,35

T=250°C
#Apelblat, 2002.
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