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Resumen

En este trabajo se presenta la sintesis y caracterizacion por métodos quimicos y
espectroscopicos de cuatro ligantes potencialmente dodecadentados NgO4 obtenidos a partir
de 2,2’-bisimidazol y L-aminoacidos y de sus respectivos complejos polinucleares de
cobre(Il) en diferentes estados de protonacion. Los extensos estudios realizados en
disolucion revelan que el aumento del pH del medio conlleva a la formacion sucesiva de
puentes imidazolato (pK," y pK.?) e hidroxo (pK.? y pK.*). El estudio de EPR en
disolucion muestra que al aumentar la basicidad de la disolucion se observa un decremento
de la intensidad de la senal hasta llegar a un espectro de EPR silencioso. La actividad
catalitica de la oxidacion del 3,5-di-tert-butilcatecol a su respectiva quinona se estudio
usando espectroscopia UV—Vis-NIR en mezclas CH3N/H,O y en CH;OH/H,0 a pH =7.5,
8.0 y 8.5. Los estudios mostraron un marcado incremento en la actividad a pH = 8.5 en
ambas mezclas de disolventes, lo que coincide con la formacién de las especies con grupos
OH puente, siendo significativamente mayor la actividad catalitica en MeOH/H,0. El
ligante derivado de L-valina presenta un auto-ensamble con iones de cobre(Il), llevando a
la formacion de una M-hélice infinita Opticamente pura, la cual fue caracterizada por

difraccion de rayos-X y estudios magnéticos.
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Abstract

Four potentially dodecadentate N3sOs—donor ligands obtained from 2,2’-biimidazole
and L-amino acids and its polynuclear Cu(Il) complexes in different degrees of protonation
were synthesized and characterized by chemical and spectroscopic methods. The extensive
solution studies performed reveal that the rise in pH media leads successively to the
formation of imidazolato (pK," and pK,”) and hydroxido (pK,* and pK,™") bridges. A
frozen solution EPR study shows a decrease in the signal intensity until an EPR silent
spectrum is observed, upon increasing the basicity of the solution. The -catalytic
performance of the oxidation of 3,5-di-tert-butylcatechol to its corresponding quinone was
studied using UV-Vis-NIR absorption spectroscopic methods in CH3;CN/H,O and in
CH;OH/H,O at pH =7.5, 8.0 and 8.5. A marked increase in activity, consistent with the
formation of the hydroxide bridged species, is observed at pH = 8.5 in both solvent
mixtures, but the activity is significantly higher in CH;OH/H,0. The L-valine-base ligand
shows a self-assembly with copper(Il) ions leading to an optically pure, infinite M-helical

chain, which has been characterized by X-ray diffraction analysis and magnetic studies.
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Introduccion

En afios recientes la quimica inorganica se ha vuelto un area multidisciplinaria,
estrechando lazos con dreas como la quimica analitica, la bioquimica, la ciencia de los
materiales o la fisicoquimica, entre otras. Esta unidon ha permitido el desarrollo acelerado de
areas como la quimica bioinorganica que han contribuido en gran medida al entendimiento
de sistemas complejos como son las metaloproteinas. Estos sistemas conocidos por su alta
selectividad y gran poder catalitico son un foco de gran interés, pero debido a su gran
complejidad su estudio es complicado. Con el afan de entender mas acerca de estos
sistemas, la quimica bioinorganica ha adoptado como estrategia el estudio de modelos
sintéticos de bajo peso molecular, que imiten en cierto grado alguno de los aspectos
presentados por las metaloproteinas. Con ello, ha logrado esclarecer algunas de las dudas
acerca de las metaloproteinas y a su vez, se han logrado disefiar catalizadores mas

eficientes.

En el caso particular de las metaloproteinas de cobre, se conocen varios tipos
encargados de diversas reacciones, donde destacan las cobre-proteinas del tipo III. Estas
metaloproteinas, conocidas por su capacidad de fijar O, reversiblemente o emplearlo en
reacciones de oxidacion de sustratos organicos, contienen un sito activo constituido por dos
iones de Cu(Il), coordinados a residuos imidazdlicos y puenteados entre si por un grupo
hidroxilo. Estas caracteristicas estructurales han sido empleadas en el disefio de muchos
sistemas biomiméticos lo cual ha permitido proponer distintas hipotesis acerca de la

influencia de diversos factores en la actividad catalitica.

Hipotesis como las presentadas por Karlin' o Kao” acerca de la importancia de una
distancia corta Cu'e+Cu", o la propuesta de Torelli’ acerca de una correlaciéon entre las
propiedades redox de los complejos con su actividad, asi como aquéllas hechas por
Reedijk* en cuanto a la influencia de ligantes exdgenos, o las observaciones de Belle’

acerca de la importancia de los grupos hidroxido puente en la actividad catalitica, son s6lo
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ejemplos del basto trabajo realizado en la ultima década para esclarecer los factores
responsables de la actividad catalitica de este tipo de compuestos. Sin embargo, a pesar de
todo este trabajo, sigue sin existir una claridad en este tema. Es por ello que el presente
trabajo se inscribe en esta labor de esclarecimiento acerca de la influencia de diversos

factores en la actividad catalitica.

En sintesis, este trabajo plantea la preparacion de un nuevo sistema de ligantes
derivados de bisimidazol y aminoacidos, capaces de hospedar hasta cuatro iones de
cobre(Il) en un ambiente y geometria propicios para la formacién de grupos hidroxido
puente. Se presenta la caracterizacion de estos compuestos de coordinacion en estado sélido
y en disolucion, empleando diversas técnicas de analisis. Finalmente, se presentan los
estudios de actividad catalitica en la reaccion de oxidacion del 3,5-di-tert-butilcatecol y se
analizan los distintos factores que afectan dicha actividad, incluyendo un factor poco

estudiado en la literatura actual en esta reaccion, como es el efecto del disolvente.
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1. Antecedentes

1.1. Metaloproteinas de cobre

Las metaloproteinas que contienen cobre en su sitio activo usualmente se
encuentran involucradas como catalizadores redox, tales como transferencia de electrones u
oxidacion de sustratos organicos. En general, se pueden distinguir cuatro funciones
principales de estas proteinas: (i) fijacién, almacenamiento y transporte de iones metalicos;
(i) transferencia de electrones; (iii) fijacion, almacenamiento y transporte de oxigeno; (iv)

catalisis.

En un principio, todas las proteinas de cobre fueron clasificadas con base en sus
propiedades espectroscopicas, lo que llevé a distinguirlas en tres tipos de sitios activos:
tipo L, tipo II y tipo III. Sin embargo, el desarrollo reciente de las técnicas espectroscopicas
y cristalograficas ha permitido el descubrimiento de otros tipos de sitios activos de enzimas
de cobre. En una clasificacion actual® se distinguen siete diferentes tipos de sitios activos en
el estado oxidado de las enzimas, cuyos nombres fueron asignados de manera arbitraria.

Estos siete tipos son descritos brevemente a continuacion:

Sitio activo tipo I

Las proteinas de cobre que contienen un sitio activo de tipo I son comunmente
conocidas como proteinas “azules” de cobre debido a su intenso color azul. Esta intensa
coloracion es causada por una fuerte absorcion en 600 nm, que corresponde a una
transicion de una transferencia de carga ligante-metal (TCLM) del azufre de una cisteina
hacia el ion de cobre(Il)’. Estas proteinas participan usualmente en procesos de

transferencia de electrones, y sus ejemplos mejor conocidos son la plastocianina y la



azurina®. El sitio activo de tipo I se encuentra también en algunas multicobre oxidasas, las
cuales contienen mas de un sitio de cobre, como la ascorbato oxidasa y la nitrito reductasa.
La esfera de coordinacion alrededor del 4&tomo de cobre en los sitios activos de tipo I, esta
constituida por dos atomos de nitrogeno provenientes de dos residuos de histidina, un
atomo de azufre de una cisteina y un atomo de azufre coordinado débilmente, que en la
mayoria de los casos, proviene de un residuo de metionina (Figura 1.1). Se conocen

algunos casos en los que en lugar de metionina se encuentra glutamina.

T& His)

N
(His | s
Cu" (Met)
—
m (N{at)

Figura 1.1. Representacion esquemdatica del sitio activo de la plastocianina, una

proteina de cobre del tipo I

Sitio activo tipo II

Las proteinas de cobre que contienen un sitio activo de tipo II son comunmente
conocidas como proteinas de cobre “normales”, nombre basado en sus propiedades en EPR
(Resonancia Paramagnética Electronica) las cuales son similares a las presentadas por
compuestos comunes de Cu(Il) que contienen un croméforo N, O con geometria tetragonal.
La esfera de coordinacion del atomo de cobre en estas proteinas estd constituida por cuatro
atomos de N y/u O en una geometria cuadrada o tetragonal distorsionada (con moléculas de
agua en las posiciones axiales)'” ''. Entre algunas de las enzimas que contienen este tipo de
sitio activo encontramos a la superdxido dismutasa, la dopamina-B-hidroxilasa, la
fenilalanina hidroxilasa y la galactosa oxidasa (Figura 1.2)">. La mayoria de estas
metaloproteinas se encuentran comunmente involucradas en procesos cataliticos, como la
dismutacién del radical superdxido (O,"), hidroxilacion selectiva de sustratos aromaticos,

activacion del enlace C-H de sustratos benzodicos y oxidacion de alcoholes primarios.
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Figura 1.2. Representacion esquemadatica del sitio activo de la galactosa oxidasa,

una proteina de cobre del tipo I1."°

Sitio activo tipo III

Las proteinas de cobre que contienen un sitio activo de tipo III son cominmente
conocidas como proteinas de cobre “silenciosas” en EPR. Este grupo es representado por
tres enzimas, la hemocianina, la tirosinasa y la catecol oxidasa. El sitio activo de estas
enzimas esta constituido por un centro dimetdlico de cobre, en el cual ambos iones
metalicos se encuentran coordinados por tres dtomos de N provenientes de residuos de
histidina.'® Uno de los rasgos més caracteristicos de estas proteinas es su capacidad de fijar
O, reversiblemente o emplearlo en reacciones de oxidacion bajo condiciones ambientales.
La hemocianina (Figura 1.3) es responsable del transporte de oxigeno en algunos moluscos
y artrépodos, mientras que la tirosinasa y la catecol oxidasa utilizan dioxigeno para realizar
la oxidacion de sustratos fenolicos a catecoles (tirosinasa) con la subsiguiente oxidacion a
o-quinonas (tirosinasa y catecol oxidasa), lo que lleva posteriormente a la polimerizacion
de estos productos para la formacion de la melanina. En el estado oxy de la enzima, ambos
atomos de cobre se encuentran fuertemente acoplados antiferromagnéticamente, lo que da
un comportamiento silencioso en EPR de donde deriva su nombre. Por el momento se han
determinado las estructuras cristalinas de la hemocianina'* y de la catecol oxidasa'’,

mientras que la estructura de la tirosinasa se desconoce todavia.
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Figura 1.3. Representacion esquemdtica del sitio activo de la oxy hemocianina, una

proteina de cobre del tipo II1."*

Sitio activo tipo IV

El sitio activo en las proteinas de tipo IV esta constituido, usualmente, por un sitio
activo tipo II y uno tipo III, formando un sitio trinuclear. En algunos casos, estas proteinas
también incluyen uno o mas sitios activos tipo I y son catalogadas como multicobre
oxidasas u oxidasas azules.'” El camulo trinuclear se encuentra conectado al sitio tipo I a
través de una via de transferencia electronica formada por residuos de Cys-His. Algunos
ejemplos de este tipo de proteinas son la laccasa (polifenol oxidasa),'®'® la ascorbato
oxidasa (Figura 1.4)" y la ceruloplasmina,”® la cual cataliza una amplia gama de

oxidaciones de sustratos organicos.
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Figura 1.4. Representacion esquemdtica del sitio activo de la ascorbato oxidasa,

una proteina de cobre del tipo 1V (o sitio multicobre).”



Recientemente, Lieberman y Rosenzweig®' publicaron la estructura cristalina de la
metano oxigenasa con una resolucion de 2.8 A; esta enzima es encontrada en metamoéforos,
bacterias que catalizan la transformacion de metano a metanol. En la estructura de la
enzima se encontraron tres centros de cobre: un centro mononuclear parecido a un sitio
activo tipo Il y un sitio inusual, refinado como un sitio dinuclear con una distancia Cus+-Cu
muy corta de 2.6 A (Figura 1.5). En comparacion con otras multicobre oxidasas, el sitio
mononuclear se encuentra a una distancia de 21 A del sitio dinuclear. Por el momento no
esta claro el estado de oxidacion de los tres atomos de cobre, pero se cree que el centro
mononuclear es un centro tipico tipo II por la sefial de EPR encontrada. Sin embargo la
presencia de Cu'" en la estructura cristalina fue confirmada por espectroscopia XANES (X-
ray Absortion Near Edge Spectra), la cual sugiere que en el sitio dinuclear al menos uno o

ambos iones de cobre tienen estado de oxidacion 1+.
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Figura 1.5. Representacion esquemdtica del sitio activo de la metano

monooxigenasa, una proteina de cobre del tipo IV (sitio multicobre).”!

Sitio activo Cu,

El sitio activo Cup también es conocido como sitio activo de cobre de valencia
mixta. Este contiene un centro dinuclear de cobre en el cual, en promedio, los iones
metalicos tienen una carga de 1.5+ en el estado oxidado. Ambos iones de cobre se
encuentran en una geometria tetraédrica y estdn puenteados por dos grupos tiolato de dos

residuos de cisteina. Cada ion de cobre también se encuentra coordinado por un atomo de



nitrogeno proveniente de un residuo de histidina. Este sitio exhibe un patron caracteristico
de siete lineas en espectroscopia de EPR y tiene una coloracion morada. Su funcion es la

transferencia electronica a larga distancia, y este sitio puede ser encontrado, por ejemplo, en

22-24

la citocromo ¢ oxidasa y la 6xido de nitrégeno reductasa® (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Representacion esquemdtica del sitio activo de la oxido de nitrogeno

reductasa, una proteina de cobre del tipo CuA.2 3

Sitio activo Cug

El sitio activo Cug fue detectado cerca de un centro de hierro en la citocromo ¢
oxidasa®® (Figura 1.7). En este sitio, un ion de cobre se encuentra coordinado por tres
residuos de histidina en una geometria de piramide trigonal, con el cuarto sitio de
coordinacién desocupado. Esta posicion vacante en la esfera de coordinacion del ion de
cobre apunta directamente a la posicion vacante en la esfera de coordinacion del ion de
hierro en el grupo hemo. Los dos iones metalicos se encuentran fuertemente acoplados
antiferromagnéticamente en el estado oxidado de la enzima. Se encontr6 que la distancia
entre los iones de cobre y hierro es de 5.3 A en la Paracoccus denitrificans y de 4.5 A en la
citocromo ¢ oxidasa de corazéon de bovino. La funcidn del sitio Cug es la reduccion de

dioxigeno a agua por la transferencia de cuatro electrones.
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Figura 1.7. Representacion esquemadatica del sitio activo de la citocromo c oxidasa,

una proteina de cobre del tipo Cup.”®

Sitio activo Cug

El sitio activo Cuy estd constituido por cuatro iones de cobre en un arreglo
tetraédrico distorsionado y coordinados por siete residuos de histidina y un grupo
hidroxido. Este sitio fue detectado en la 6xido de nitrégeno reductasa (Figura 1.8) y esté
involucrado en la reduccion de N,O a N,. Las estructuras cristalinas de la 6xido de
nitrogeno reductasa para Pseudomonas nautica 'y Paracoccus denitrificans fueron resueltas

27,28 . ,
728 [ os iones de cobre en el ctimulo

con una resolucion de 2.4 A y 1.6 A, respectivamente.
tetranuclear se encuentran puenteados por un ion sulfuro inorganico,”’ el cual, hasta hace
poco, se creia que era un ion hidroxilo. La distancia entre los iones metéalicos Cu2-Cu4 y
Cu2-Cu3 es muy corta (2.5-2.6 A) por lo que puede ser vista como un enlace metal-metal,
mientras que la distancia con el otro nucleo de cobre es sustancialmente mayor
(3.0-3.4 A).*" Tres de estos iones de cobre estan coordinados por dos residuos de histidina,
mientras que el cuarto se encuentra coordinado s6lo por uno, formando asi el sitio de enlace
con el sustrato. El estado de oxidacion de los iones metalicos en el estado oxidado no es
claro aun, ya que los patrones de EPR para este sitio se pueden explicar de dos maneras

diferentes, por ejemplo, Cu3'Cu" y Cu'Cu3", ambos resultando en el patron de cuatro lineas

observado.
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Figura 1.8. Representacion esquemdtica del sitio activo de la oxido de nitrogeno
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reductasa de Pseudomonas nautica, una proteina de cobre del tipo Cuy.

1.2. Catecol oxidasa: estructura y funcion

1.2.1 Generalidades

La catecol oxidasa (COx) en una enzima que contiene un sitio activo tipo III que
cataliza la oxidacion de una amplia gama de o-difenoles (catecoles), como el acido
cafeinico, a sus correspondientes quinonas en un proceso conocido como actividad
catecolasa. Estas quinonas llevan a cabo una auto-polimerizacion llevando a la formacion
de pigmentos cafés constituidos por polifenoles, por ejemplo la melanina, proceso que se
cree sirve para proteger el tejido dafiado contra agentes patogenos e insectos.”’ Las COx
son encontradas en tejidos de plantas y crusticeos. En el afio de 1937 fue aislada por
primera vez una COx.* Subsecuentemente, se han purificado COx de una amplia gama de
frutas y vegetales (e.g. papa, espinaca, manzana, frambuesa),’’ sin embargo la pureza
alcanzada no es siempre satisfactoria debido a la gran cantidad de isdmeros y conférmeros,

. . . . ., 30
por lo que continuamente se trabaja en mejorar los protocolos de purificacion.



El peso molecular de las COx varia dependiendo del tejido y la fuente de extraccion.
Se pueden encontrar dos intervalos de peso molecular, incluso en la misma muestra: uno en
el intervalo de 38-45KDa, y otro en el intervalo de 55-60 KDa.’' También se han
encontrado enzimas con pesos moleculares alrededor de 30 KDa, pero se cree que son

derivadas de una proteolisis en el proceso de purificacion.

En 1998, Krebs y colaboradores publicaron la estructura cristalina de la catecol
oxidasa aislada de Ipomoea batatas (camote) en tres estados cataliticos: el estado nativo
met (Cu"Cu"), el forma reducida desoxy (Cu'Cu'), y en un complejo con el inhibidor

feniltiourea (PTU)."

1.2.2 Estructuras del sitio activo

1.2.2.1 Estado met (Cu"Cu")

En el estado nativo met los dos iones de cobre se encuentran a una distancia de
2.9 A. En la estructura del estado met se determind, ademas de seis residuos de histidina, un
ion hidroxo puente el cual se encuentra a una distancia muy corta de los iones metalicos
(CuA-O 1.9 A y CuB-O 1.8 A), completando la esfera de coordinacién de éstos en una
geometria de piramide trigonal. Estos descubrimientos estan de acuerdo con los datos
obtenidos de EXAFS para las COx oxidadas de Lycopus europaeus y Ipomoea batatas,
confirmando la presencia de cuatro atomos donadores por N/O y una distancia Cu'+s-Cu"
de 2.9 A en ambas enzimas.’> ** La posicién apical se encuentra ocupada por los residuos
His109 y His240 para el CuA y CuB, respectivamente (Figura 1.9). Los datos de EPR
revelan un fuerte acoplamiento antiferromagnético entre los iones de cobre, por lo que se
propuso la presencia del puente OH™ entre los atomos de cobre en el estado met de la

enzima.



Figura 1.9. Esfera de coordinacion del centro dinuclear de cobre(ll) en el estado

met de la catecol oxidasa.”’

1.2.2.2 Estado reducido desoxy (Cu'Cu)

En la reduccion de los centros de cobre(Il) al estado de oxidacion 1+, la distancia
entre ellos aumenta a 4.4 A, mientras que los residuos de histidina s6lo se mueven
ligeramente y no se encuentran cambios significativos en el resto de los residuos de la
proteina."> Con base en el mapa de densidad electronica residual, se propone la presencia de
una molécula de agua colocada a una distancia de 2.2 A del ion de CuA. Asi, la esfera de
coordinacion alrededor del ion de CuA es de una piramide trigonal distorsionada, con los
tres nitrogenos de los residuos de histidina en el plano base, mientras que la esfera de
coordinaciéon del CuB es mejor descrita como un plano cuadrado con un sitio de

coordinacidon vacante.
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1.2.2.3 El aducto de la catecol oxidasa con el inhibidor feniltiourea

La feniltiourea (PTU) se une a la catecol oxidasa reemplazando el puente hidroxo
presente en el estado met. El atomo de azufre de la PTU se coordina a ambos iones de
cobre(Il), incrementando la distancia entre ellos a 42 A (Figura 1.10). El 4atomo de
nitrégeno interactia débilmente con el centro de CuB (distancia Cu-N de 2.6 A),
completando su geometria de piramide de base cuadrada. El centro dimetalico se encuentra
en medio de un arreglo hidrofobico constituido por los residuos de los aminoacidos Ile241,
Phe261, His244 y Ala264."> Al adicionar la feniltiourea el anillo aromatico de la Phe261 y
el anillo imidazodlico de la His244 presentan un cambio conformacional para formar
interacciones hidrofobicas con el anillo aromatico del inhibidor. Estas interacciones de van
der Waals contribuyen fuertemente a la gran afinidad de la enzima hacia el inhibidor

(ICso = 43 uM, K, = 2.5 mM para catecol como sustrato™>).

His244 /

7/ N

\Hi524t}
N

' ’
His118 ]’Hiszm

Figura 1.10. Estructura cristalina del complejo inhibidor de la catecol oxidasa con
feniltiourea. Se muestra la orientacion de la Phe261 en la COx nativa (en color oscuro)

para indicar la rotacién que presenta en el complejo inhibidor (en color claro).’’
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1.2.3 Mecanismo enzimatico de reaccion

La enzima catecol oxidasa cataliza la oxidacion de o-difenoles (catecoles) a sus
respectivas quinonas a través de una reduccion de cuatro electrones del dioxigeno a agua.
Krebs y colaboradores propusieron un mecanismo para el proceso catalitico, basado en

10.-3% espectroscopicos,’ y estructurales' el cual se muestra en la Figura

datos bioquimicos,
1.11. El mecanismo comienza con la forma met de la catecol oxidasa, la cual es la forma de
reposo de la enzima. Ya que el estado oxy (ver, Figura 1.13) de la COx se puede obtener
solo después de agregarle H,0,, esta forma fue descartada como el estado inicial. En el
primer paso una molécula de catecol se desprotona de uno de los grupos hidréxido y se
coordina tnicamente al Cug(Il) del estado met; esto fue propuesto con base en la estructura

de la catecol oxidasa con el inhibidor PTU'" 3!

. Posteriormente, el centro dimetalico
reacciona con el equivalente de catecol, llevando a la formacion de un equivalente de
quinona y al estado reducido de Cus(I)Cug(I) de la enzima, llamado estado desoxy. Este
paso se apoya en la observacion de la conversion estequiométrica e inmediata de un
equivalente de catecol al ser mezclado con la enzima, sucediendo ain en ausencia de
dioxigeno." ** Después, una molécula de dioxigeno se une al sitio activo de dicobre(I)
reemplazando la molécula de disolvente enlazada al Cux en la forma reducida de la enzima,
seguido de la coordinacion de otra molécula de catecol desprotonado nuevamente al nticleo
de Cug. La previa coordinacion del sustrato al sitio desoxy antes de la union del dioxigeno
no parece muy factible, ya que en una titulacion del estado reducido de la enzima, libre de
0O,, con un exceso alto de catecol no se observo union del sustrato, lo que revel6 una baja
afinidad del catecol al sitio de dicobre(I). Datos espectroscépicos de UV-Vis y Raman
sugieren que la molécula de dioxigeno se coordina de forma u-n2:n2 con una distancia
Cue+Cu de 3.8 A, tal como fue determinada por espectroscopia EXAFS.*? La rotacién que
presenta la cadena de la Phe261 en la enzima abre el centro dimetalico para permitir la
unién del catecol. El modo de coordinacion del inhibidor PTU sugiere que es posible la
unién simultanea del dioxigeno y el catecol. En este complejo ternario COx-O,>-catecol, se
pueden transferir dos electrones del sustrato hacia el grupo peroxo, seguido de la

protonacion del mismo, la ruptura del enlace O-O, la pérdida de una molécula de agua y la
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salida del producto, junto con la restauracion del estado met, completando el ciclo

catalitico.
OH
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Figura 1.11. Ciclo catalitico de la catecol oxidasa de Ipomoea batatas propuesto
por Krebs y colaboradores, basados en datos espectroscopicos, estructurales y
bioquimicos. Dos moléculas de catecol son oxidadas acompariadas de la reduccion de una

, . 35
molécula de dioxigeno a agua.

Un mecanismo totalmente diferente fue propuesto por Siegbahn,*® el cual aplicé una

teoria de funcionales de la densidad hibrida a un estudio mecéanico cuéntico del ciclo
res . , . , . 37

catalitico. De acuerdo con este autor, el creciente niumero de estudios tedricos’ vy

experimentales’™ *

sugieren que el sitio activo de una enzima, el cual se encuentra
profundamente inmerso en un medio de baja constante dieléctrica de la proteina, como se

observa en la catecol oxidasa, no debe de cambiar su carga durante el ciclo catalitico. Sin
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embargo, en el mecanismo propuesto por Krebs et al., la carga del sitio activo cambia de 3+
en el estado met a 1+ en el aducto COx-O,"-catecol. Segun Siegbahn, las propiedades
acido-base de muchos sitios cercanos, permiten que éstos almacenen temporalmente los
protones liberados durante el ciclo catalitico. El mecanismo propuesto basado en célculos
de DFT se presenta en la Figura 1.12. El mecanismo comienza con la forma desoxy de
dicobre(I). Con el fin de mantener una carga total de 1+ durante todo el ciclo catalitico, el
autor propone la presencia de un grupo hidroxo puente entre los dos iones de cobre(I),”’ en
contraposicion a los hallazgos cristalograficos,”” los cuales sugieren la presencia de una
molécula de agua, enlazada asimétricamente a uno solo de los centros metalicos. En la
primera etapa, el catecol se une a la forma desoxy, transfiriendo un proton al grupo hidroxo
puente con la consecuente generacion de una molécula de agua puenteando a los dos
atomos de cobre. Posteriormente, una molécula de dioxigeno desplaza a la molécula de
agua, enlazandose como radical anionico superdxido y dando como resultado un compuesto
de valencia mixta Cu(II)Cu(l). Entonces el radical superoxido extrac un atomo de
hidrégeno (un proton y un electron) del sustrato enlazado. Para liberar a la molécula de
quinona, un electron es transferido del radical quinona al ion de cobre(Il), llevando a la
restauracion del estado de dicobre(I). El siguiente paso involucra la ruptura del enlace O-O,
el cual esta acompafiado de la transferencia de dos protones (de una nueva molécula de
sustrato) y dos electrones (uno del sustrato y otro de uno de los iones de Cu(l)) hacia el
grupo peroxo. Todo lo anterior, en conjunto, lleva a la formacion de una nueva especie de
valencia mixta Cu(II)Cu(I) la cual contiene un radical anidénico quinona. La segunda
transferencia electronica del radical quinona al centro de Cu(ll) concluye con la

restauracion del estado inicial de dicobre(I) puenteado por un grupo hidroxido.
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Figura 1.12. Ciclo catalitico de la catecol oxidasa propuesto por Siegbahn basado

en cdlculos de funcionales de la densidad.*®

Cabe destacar que, por el momento, este mecanismo no se encuentra sustentado por
evidencias experimentales. En particular, la existencia de un grupo puente superdxido U-

nl:n1 el cual propone el autor, nunca se ha descrito con anterioridad en la literatura.
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Existe otro mecanismo propuesto para la activad catecolasa. Este mecanismo fue
propuesto por Solomon y colaboradores'’ para la enzima tirosinasa, la cual cataliza, tanto la
hidroxilacion de monofenoles, llamada actividad cresolasa, como la oxidacion de o-
difenoles (actividad catecolasa). Dado que la estructura de la tirosinasa es atin desconocida,
el autor se basa en datos estructurales y electronicos de la hemocianina,”* la cual presenta
propiedades espectroscOpicas muy similares a la tirosinasa y de la cual si se conoce su
estructura. El mecanismo propuesto se muestra en la Figura 1.13 y tiene mucha semejanza
con el propuesto por Krebs y colaboradores, donde la diferencia principal radica en el tipo
de coordinacion del sustrato. El punto de partida de este mecanismo es también el estado
met de la enzima, que es el estado de reposo de la tirosinasa. El primer paso contempla la
desprotonacion de los dos grupos hidroxilo del catecol y la coordinacion de éste a los dos
iones de Cu(Il) formando un puente catecolato entre ambos. Esta propuesta de coordinacién
se basa en el hecho de que sdlo los o-difenoles y no los m- o p-difenoles son oxidados por
la tirosinasa, a pesar de que los o- y los p-difenoles tienen aproximadamente el mismo
potencial de reduccion. Esta propuesta también es apoyada en el tipo de coordinacion de
algunos complejos dinucleares de cobre con tetraclorocatecol. Karlin e al' publican un
compuesto dinuclear de cobre con una molécula de tetraclorocatecol coordinado a los dos
iones de cobre en una conformacion syn-syn. En el segundo paso se contempla la
protonacion del grupo hidroxo puente y la transferencia de dos electrones del catecolato al
sitio dicobre(II), llevando a la liberacion de la quinona y de la molécula de agua dejando el
sitio dimetalico en el estado desoxy, que a diferencia del propuesto por Krebs, no mantiene
la molécula de agua coordinada al Cu,. Posteriormente, una molécula de dioxigeno se
coordina de forma u-nzznz al sitio dinuclear de cobre(I), generando el estado oxy de la
enzima. A continuacion, otra molécula de sustrato desprotonado se coordina nuevamente a
ambos atomos de cobre. Finalmente, la transferencia de dos electrones del sustrato hacia el
grupo peroxo a través de los ntcleos de cobre, lleva a la protonacion del grupo peroxo y la
ruptura del enlace O-O y la inmediata liberacion de la molécula de quinona y una molécula

de agua, regenerando asi el estado de partida del ciclo.
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Figura 1.13. Ciclo catalitico de la tirosinasa propuesto por Solomon y
colaboradores, basados en datos estructurales y electronicos de la hemocianina."’ La
tirosinasa cataliza tanto la hidroxilacion de monofenoles (actividad cresolasa) como la

oxidacion de catecoles (actividad catecolasa).
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1.3 Sistemas modelo de la catecol oxidasa

1.3.1 Resena historica

La capacidad presentada por los complejos de cobre de oxidar fenoles a catecoles se
conoce desde hace 40 anos. En 1964, Grinstead informa de la oxidacion del 3,5-di-tert-
butilcatecol (H,DTBC) a su respectiva 3,5-di-tert-butil-o-benzoquinona (DTBQ) con un
rendimiento del 55 % en una mezcla acuosa de metanol al 75 % en presencia de 1 % de
cloruro de cobre(Il).*” En 1974, Thuji y Takayanagi informan la ruptura oxidativa del
catecol, llevando a la formacion del acido cis-cis-mucoénico, en una disolucion acuosa de
cloruro de cobre(I) en presencia de oxigeno molecular.*' Rogi¢ y Demmin también
estudiaron la oxidacion de catecol con cloruro de cobre(I) y dioxigeno en varios

disolventes.*?

Uno de los primeros estudios mecanisticos de la oxidacion del catecol con
complejos de cobre(Il) fue presentado por Lintvent y Thuruya.”” En su estudio de la
cinética de reaccion del H,DTBC con dioxigeno catalizada por el complejo bis(1-fenil-
1,3,5-hexanotrionato)dicobre(Il), los autores mostraron que la reaccion global es de primer
orden con respecto al sustrato y de segundo orden con respecto al cobre(Il), confirmando
asi, que el intermediario activo que interviene en el paso determinante era una especie
dicobre(Il)-catecolato. Otro interesante estudio mecanistico es el trabajo presentado por
Demmin, Swerdloff y, Rogi¢* en donde los autores destacan los principales pasos en el
proceso catalitico: (i) formacion del intermediario dicobre(Il)-catecolato; (ii) transferencia
electronica del anillo aromatico hacia los dos centros de cobre(Il), dando como resultado la
formacion de la o-benzoquinona y dos centros de cobre(I); (iii) reaccion irreversible de la
especie recién formada de cobre(I) con dioxigeno, formando un aducto dicobre(II)-
dioxigeno, y (iv) la reacciéon de este aducto con catecol, regenerando el intermediario

dicobre(I)-catecolato y formando agua como subproducto.

18



Oishi y colaboradotes observaron una mayor actividad de los complejos dinucleares
de cobre(Il) en comparacion a sus andlogos mononucleares,” esto confirma la hipotesis
previa de Lintvent y Thuruya acerca de la formacion del intermediario dicobre(Il)-
catecolato en el proceso catalitico.”” Ademas, los autores informan de una oxidacion
estequiométrica del H,DTBC en condiciones anaerdbicas para formar la DTBQ por varios
de los complejos dinucleares y mononucleares lo cual es consistente con el segundo paso
del mecanismo propuesto por Demmin, Swerdloff y, Rogié¢.** Los autores también hacen
otra observacion interesante, y es que los complejos mononucleares de cobre(Il) planos no
pueden ser reducidos por el H,DTBC y que muestran una actividad catecolasa muy baja en
comparacion con los complejos no planos, que son mas facilmente reducibles. De este
modo, la actividad catalitica parece correlacionar con el potencial de reduccion de los
complejos. Otra conclusion interesante presentada es que la actividad catalitica de los
compuestos dinucleares parece depender de la distancia Cue++Cu; asi, los complejos para los
cuales se estima una distancia entre los nucleos metdlicos mayor a 5 A, mostraron una
actividad catalitica muy baja. Por lo tanto, los autores sugirieron la hipotesis de que la
actividad catecolasa estd regulada por un reconocimiento espacial entre el centro de
dicobre(Il) y el sustrato. La mayor actividad presentada por los complejos dinucleares de
cobre(Il) en comparacion a sus analogos mononucleares fue sefialada por algunos otros

autores, e.g. Malachowski*® y Casellato e al.*’

En 1985, la hipotesis acerca la formacion de un intermediario dicobre(Il)-catecolato
como estado inicial en la reaccion catalitica fue apoyada ampliamente por Karlin y
colaboradores,' quienes lograron cristalizar el aducto de tetraclorocatecol (TCC) con el
complejo dinuclear de cobre(Il) con un ligante dinucleante derivado de fenol (Figura 1.14,
ver seccion 1.3.2.2 para mayor detalle). Sin embargo, casi al mismo tiempo Thompson y
Calabrese™ proponen que la reaccidn catalitica procede via la transferencia de un electrén
del catecol hacia el ion de cobre(Il), dando como resultado la formacion de una
semiquinona como especie intermediaria. Los autores prepararon y caracterizaron el
complejo bis(3,5-di-tert-butil-o-semiquinolato) de cobre(Il) mediante la reaccion de
[Cuz(py)2(MeO),](ClO4),; con H,DTBC en condiciones anaerdbicas. Interesantemente, no

observan la transferencia simultanea de dos electrones formando la DTBQ y dos centros de
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cobre(I). Posteriormente, otros autores informaron la formacion de la especie semiquinona

en el sitio catalitico.**™!

Figura 1.14. Estructura cristalina del complejo catiénico [Cuy(LO)(TCC)]". LOH:
2,6-bis(N,N-bis(2-metilpiridil)aminometil)fenol. La distancia Cus=+Cu es de 3.248 A.!

La determinacion de la estructura de la hemocianina, otra proteina con el sitio activo
de tipo III, en 1989, y los extensos estudios de tirosinasa, impulsaron los estudios
extensos de sistemas sintéticos del sitio activo de tipo Il y su reactividad. A principios de
los afios 90, algunos grupos de investigacion informaron la formacion de perdxido de
hidrogeno en vez de agua como producto de la reduccién de oxigeno molecular en la
oxidacion catalitica del H,DTBC por complejos de cobre(Il).’> > Para explicar sus
resultados experimentales, Chyn y Urbach propusieron dos distintos mecanismos para el

. e 53
ciclo catalitico, como se muestra en el Esquema 1.1.
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(1)
CuCu"+H,DTBC —»  Cu""Cu'+DTBQ+2H" (Répido)
Cu"Cu' + 0, — 5 cd"(0y*Cu" (Lento)
Cu'(0y)*Cu" +2H" —  cu"Ccu"+H,0, (Rapido)

(2)
Paso inicial:

Cu"Cu"+H,DTBC ~—*  Cu""Cu'+DTBQ+2H"

Ciclo Redox:

ki
Cu"Cu' + 0, —><k_ Cu'(0y)*Cu
2

Cu'(0,)*Cu" + H,DTBC Ky cutca'+ DTBQ +H,0,

Esquema 1.1. Dos posibles mecanismos de reaccion en los que se obtiene H>O,

como subproducto propuestos por Chyn y Urbach.”

Rockcliffe y Martell publicaron numerosos estudios sobre la oxidacion de catecol

por complejos dicobre(Il) y peroxo-dicobre(I).”**°

La relacion entre la estructura y la
reactividad tomd gran interés. Casella y colaboradores publicaron muchos estudios
mecanisticos detallados sobre la actividad catecolasa de una serie de compuestos
dinucleares de cobre(1l) relacionados estructuralmente,®’** donde informan que la reaccion
catalitica procede via un mecanismo biféasico, en el cual una reaccidon estequiométrica
rapida entre el centro dicobre(Il) con el catecol es seguida de una reaccion catalitica lenta.
Ellos también agrupan diferentes mecanismos previamente propuestos para la actividad

catalitica de complejos de dicobre(Il), como se muestra en el Esquema 1.2.
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Cu"...Cu"

H,0

H,DTBC
DTBQ + H,0,

DTBQ + 2H* H,0, + 2H"

Cu|Cu|

o, DTBQ + H,0,

H,DTBC + 2H*
H,DTBC

Esquema 1.2. Propuesta de Casella y colaboradores de los posibles mecanismos de
reaccion del ciclo catalitico de la oxidacion de catecol por compuestos dinucleares de

cobre(11).%*

Desafortunadamente, a pesar del gran interés mostrado por este tema y a la gran
cantidad de publicaciones referentes a la actividad catalitica de compuestos de cobre(Il), los

52, 53, 62, 64-6 .
P e 7 Como consecuencia, los

estudios mecanisticos detallados son escasos.
mecanismos propuestos por los diferentes autores son a menudo especulativos y en algunas
ocasiones controversiales. Ademas, los diferentes grupos de investigacion han disenado
diversos métodos para explorar la actividad catecolasa y estudiar el mecanismo de reaccion,

lo que hace que los resultados sean dificiles de comparar entre si.

1.3.2 Estudios mecanisticos: diferentes aproximaciones

1.3.2.1 General

Las aproximaciones empleadas por los diferentes grupos de investigacion para

estudiar el mecanismo de la actividad catecolasa se pueden dividir en cuatro grupos
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principales. El primero estudia el tipo de union del sustrato al centro metélico. Este grupo
incluye la caracterizacion cristalografica y/o espectroscopica de aductos de complejos de
cobre con catecol(ato) y compuestos estructuralmente relacionados y estudios de la
interaccion de los complejos con catecol en condiciones anaerdbicas. El interés en este
tema es incrementado por la actual disputa acerca del modo de enlace del sustrato en el sitio

activo de la catecol oxidasa.'® >

El segundo grupo incluye estudios de la relacion entre la estructura y la reactividad.
Este incluye la correlacion entre la actividad catecolasa de los complejos con la distancia
metal-metal en el centro de cobre(Il), sus potenciales redox, propiedades del ligante
(propiedades electronicas, basicidad, impedimento estérico) y la naturaleza del ligante
puente entre los dos atomos de cobre. Este grupo también incluye la dependencia de la
actividad con el pH, ya que cambios en el pH inducen cambios en la actividad catalitica de
los complejos usualmente causados por cambios estructurales en el centro dimetalico.> ** ¢

La tercera aproximacion incluye estudios cinéticos de la reaccion catalitica; se
estudia la influencia de varios factores (e.g. concentracion de sustrato, catalizador y
dioxigeno, adicidén de peroxido de hidrogeno, efc.) en la rapidez de reaccion, y se propone
un mecanismo con base en estos datos,> > ¢4 6874

Finalmente, el cuarto grupo incluye ejemplos de oxidacion estequiométrica de
sustratos por complejos oxo-dicobre o peroxo-dicobre, los cuales son casi siempre
propuestos como especies intermediarias en la oxidacion catalitica de catecol por

15, 57,58, 62, 64
compuestos de cobre(II).'> 7% >

1.3.2.2 Coordinacion del sustrato

La Figura 1.15 muestra un compendio de los diversos modos posibles de enlace del

catecol a los centros de cobre.
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4 YR

O\ /O o\ /o ? OH
cu™ cu” Cu”

Quelato Quelato syn monodentado

catecolato 1?2 semiquinona terminal

O E E 2+ E E 2+

o ('[) Cl) Cu—0 O—Cu

7~ 2+ 2+

cu® \Cu2+ Cu Cu

12! bidentado syn-syn bidentado anti-anti bidentado
puente puente puente

Figura 1.15. Distintos modos de coordinacion del catecol desprotonado a los

centros de cobre(Il).

El primer aducto caracterizado cristalograficamente de un complejo de dicobre(Il)
con tetraclorocatecol (TCC) fue descrito por Karlin y colaboradores desde 1985." El aducto
fue preparado haciendo reaccionar tetracloro-1,2-benzoquinona con el complejo precursor
de dicobre(I) en diclorometano. El anidn catecolato se coordina como ligante puente en una
conformacion syn-syn a ambos iones de Cu(Il) adoptando una geometria de piramide de
base cuadrada, con el atomo de oxigeno del grupo catecolato ocupando una de las

posiciones de la base, como se observa en la Figura 1.14

Otros ejemplos de aductos de catecol con complejos dinucleares de cobre(Il)
caracterizados estructuralmente fueron publicados més tarde. Asi, Comba y colaboradores’
publicaron la estructura cristalina de cuatro diferentes aductos Cu-TCC, con tres diferentes
modos de coordinacion del sustrato a los centros metalicos (Figura 1.16): como ligante
monoprotonado y monodentado (1), como ligante totalmente desprotonado y quelato
bidentado (2 y 4), y como ligante totalmente desprotonado y puenteando a ambos centros

de cobre(Il), en conformacion anti-anti (3). Cabe mencionar que los autores informaron que
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la mayor actividad catalitica la presentaron los complejos en los que el catecolato se
enlazaba como grupo puente bidentado, mientras que los complejos mononucleares de

cobre(Il) resultaron ser completamente inactivos.

Figura 1.16. Estructura cristalina de los compuestos [ Cu(L")(HTCO)]" 1,
[Cu(L')(TCC)] 2, [Cux(L’)(TCC)J*" 3 y [Cux(L*)(TCC),] 4.7

Meyer y colaboradores® presentaron la estructura de tres complejos dinucleares de
cobre(Il), en la cual el TTC desprotonado se coordina sélo a uno de los dos iones de

cobre(Il) como quelato bidentado (Figura 1.17). Es interesante observar que la separacién
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cobre-cobre en el complejo precursor dicobre(Il) excede los 4 A, lo cual probablemente

impide que el catecolato puentee a ambos 4tomos de cobre.

Figura 1.17. Estructura cristalina de uno de los aductos dicobre(ll)-catecolato

cristalizados por Meyer y colaboradores. La distancia Cus=Cu es de 4.4388 4.%°
Ademas de la caracterizacion cristalografica, muchos autores® "** han estudiado la

union del catecol a los centros metalicos por métodos espectroscopicos, principalmente por

espectroscopia UV-Vis.

1.3.2.3 Relacion estructura-reactividad

1.3.2.3.1 Distancia metal-metal vs actividad catecolasa
La suposicion de que se requiere un reconocimiento espacial entre el centro

dinuclear de cobre(Il) y el sustrato para la actividad catecolasa fue publicado desde los afios

45 tali :
80.™ Consecuentemente, cuando se cuenta con las estructuras cristalinas, la mayoria de los
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autores usan una comparacion entre la distancia metal-metal dentro de una serie de
complejos relacionados estructuralmente para interpretar la diferencia de sus actividades
cataliticas.” °* ©

Tomando en cuenta que la distancia Cu"+--Cu" en el estado met de la enzima es muy
corta (tan solo 2.9 A),***? y comparando este valor con el informado por Karlin ez al.' del
complejo o-catecolato-dicobre(II) (ca. 3.25 A), se puede suponer que la distancia Cu'ss-Cu"
6ptima para la actividad catecolasa esta en el intervalo de 2.9-3.2 A. Kao y colaboradores’
estudiaron la actividad catecolasa en una serie de complejos p-oxy-dicobre(Il) y mostraron

que los compuestos con la distancia Cu+--Cu", mas cercana a la observada en el estado met

de la catecol oxidasa, exhibian la mejor actividad catalitica.

Sin embargo, una separacion metal-metal grande no necesariamente prohibe la
actividad catecolasa. Por ejemplo, Meyer y colaboradores® informaron la oxidacién
catalitica del H,DTBC por dos complejos dinucleares con una distancia Cu'--Cu" de 4.09
y 4.55 A. Ademas, Selmeczi et al. publican la actividad catecolasa de un complejo
dicobre(Il) con una distancia entre ambos iones de cobre de 7.84 A% resultando ser uno de

los mejores catalizadores que se encuentran descritos en la literatura.

1.3.2.3.2 Propiedades electroquimicas vs actividad catecolasa

Muchos grupos de trabajo han intentado correlacionar las propiedades
electroquimicas de los complejos de cobre(Il) con su actividad catalitica.> > 6% 6% 6% 74. 80. 83
Sin embargo, la correlacion entre ambas no es facil de establecer. Por ejemplo, Torelli et
al® informan que el complejo cataliticamente inactivo bis-acua-dicobre(Il) con el ligante
HLcp; es mas facil de reducir que su analogo cataliticamente activo (-hidroxo-dicobre(II)
(Figura 1.18), lo que esta en desacuerdo con la observacion hecha por Oishi et al.*’ Por otro
lado, los mismos autores sefalan la existencia de una correlacion entre el primer potencial
de reduccion de wuna serie de compuestos -hidroxo-dicobre(Il) con ligantes

isoestructurales, HLg (Figura 1.18), y su actividad catalitica.’ En este trabajo se intercambia

el sustituyente para en el anillo fenolico de los ligantes y se muestra que la presencia de un
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grupo fuertemente electroatractor, como el CF;, da como resultado un compuesto
completamente inactivo. Los compuestos con sustituyentes p-CHs, p-OCH; y p-F
mostraron actividad catalitica; mas aun, tomando el complejo con el sustituyente metilo
como referencia, la mayor actividad fue presentada por el complejo con el grupo
electrodonador OCH3, mientras que la presencia del grupo electroatractor como lo es el
atomo de fliior disminuye la actividad, por lo que es claro observar una relacion entre el

potencial redox y su actividad catecolasa.

OH

Z "NN7 Z NN
A A A AN

Figura 1.18. Representacion general de los ligantes dinucleantes HLg usados en la
preparacion de compuestos con cobre(ll) por Belle y colaboradores: R = CH; (HLcy3), F
(HLg), CF; (HLcrs3) y OCHs (HLocis).”!

Reim y Krebs™ ®

estudiaron el comportamiento electroquimico de una serie de
complejos dinucleares de cobre(Il) con ligantes derivados de fenol (Figural.l19) en
acetonitrilo, y observaron sefiales de reduccion irreversibles poco definidas. Encontraron
que el potencial de reduccion era sensible al grado de protonacion y/o al numero de
electrones intercambiados pero no fue posible establecer una relacion clara entre las

propiedades redox y la actividad catalitica.
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Figura 1.19. Ligantes dinucleantes pentadentados derivados de fenol preparados
por Reim y Krebs. Sélo los complejos con los ligantes HL', HL’, HL y HL’ presentan

. 73
actividad catecolasa.

Mukherjee et al. ® publicaron también la falta de una correlacion clara entre las
propiedades redox de una serie de complejos dinucleares doblemente puenteados con
distintos ligantes y su actividad catalitica. Sin embargo, Casella y colaboradores® tuvieron
éxito en determinar las velocidades de reaccion de los dos pasos sucesivos del proceso
catalitico (una reaccion rapida estequiométrica entre el sustrato y el complejo y un proceso
catalitico lento) y observaron una correlacion clara entre el potencial de reduccion
Cu(Il)/Cu(]) y la reaccion de oxidacion estequiométrica del catecol.®? Esta observacion es
completamente comprensible, ya que este paso involucra la transferencia electronica del
catecolato coordinado al centro de dicobre(Il). Por otro lado, la velocidad global de la
reaccion depende de varios factores, e.g. la velocidad de reoxidacion de las especies de
dicobre(I) por el dioxigeno, la velocidad de oxidacién del catecol por las especies

intermediarias peroxo-dicobre, efc., por lo que se puede esperar que en la mayoria de los
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casos no se pueda establecer una correlacion directa entre la actividad y los potenciales

redox de los complejos.

1.3.2.3.3 Influencia de ligantes exdgenos en la actividad catecolasa

La naturaleza de los ligantes puente entre los centros de cobre de los complejos
juega un papel importante en su actividad catalitica. Los ligantes puente pequeios pueden
favorecer distancias Cue-Cu cortas en el centro dimetalico, requeridas para coordinacién
del catecol en forma de quelato bidentado puente, lo que se piensa es benéfico para la
actividad catecolasa. Por otro lado, el sustrato debe de unirse efectivamente al centro
dimetalico, y por tanto debe de ser capaz de desplazar al ligante puente. Ademas, algunos
ligantes puente, e.g. el ion OH", pueden facilitar la desprotonacion del catecol debido a su
capacidad de extraer un protdn con la subsiguiente liberacion de una molécula de agua. En

3, 68, 69

general, se puede decir que ligantes puente como el hidroxido, alcohdxido o

2,69, 74, 82 -

fenoxido, imidazolato® y carboxilato® "2

pueden ser removidos facilmente por

el catecolato entrante y asi promover la actividad catecolasa.

Neves et al. estudiaron la actividad catecolasa de complejos dicobre(Il) con ligantes
acetato puente en presencia de diferentes cantidades de acetato de sodio.”” Los autores
observaron la disminucion de la actividad catalitica al incrementar la cantidad de acetato de
sodio afiadido, lo que estd de acuerdo con la hipotesis de que el acetato compite con el
grupo catecolato por el sitio de union en la esfera de coordinacién de los iones de cobre,

llevando a un efecto de inhibicion.

Por otro lado, Reedijk y colaboradores’ informaron sobre la interaccién de
complejos dinucleares de cobre(Il) con un ligante derivado de fenol puenteados por iones
cloruro y bromuro (Figura 1.20) con catecoles. En estos complejos, ambos iones de cobre
se encuentran pentacoordinados, con tres posiciones de la esfera de coordinacion ocupadas
por los dtomos donadores del ligante y las otras dos por iones halogenuro, uno en forma de

ligante puente y otro como ligante monocoordinado terminal. Ambos complejos son
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inactivos en la oxidacion de catecol; sin embargo, al titularlos con TCC se encontr6 que en
el complejo con cloruro, uno de los cloruros monocoordinados puede ser desplazado por el
sustrato, mientras que el cloruro puente no se intercambia. En el caso del complejo con

bromuro, ninguno de los halogenuros coordinados puede ser sustituido por el TCC.

g ¢ns
[ X e !

A

!
Cul2
Bell %

Figura 1.20. Estructura cristalina de los complejos dinucleares de cobre(Il) con el
ligante 2,6-bis[N-(2-piridilmetil)-N-(2-tiofenilmetil)aminometil]-4-metilfenol (Hpy.th;s).
[Cus(pysthss)(u-CI)Cl,] » CH;0H (izquierda) y [Cux(pysthas)(u-Br)Br] (derecha).*

Solo algunos autores sefialan que la presencia de dos puentes hidroxo, alcohoxo o
fenoxo pueden llevar a la formacion de complejos cataliticamente inactivos. Asi,
Mukherjee et al.®® explican la inactividad del complejo [Cuy(L’-0),(Cl04),] (L’-OH = 4-
metil-2,6-bis(pirazolil-1-ilmetil)fenol) por la presencia de dos grupos fenoxo puente en la
estructura. De forman similar, Casella y colaboradores®’ mostraron que la especie activa en
la oxidacién del catecol por el complejo dicobre(Il) en el ligante L55 (Figura 1.21) es la
especie con un solo puente hidroxo, mientras que la especie bis(u-hidroxo) es
esencialmente inactiva. Sin embargo, estas observaciones no son concluyentes dados los

50, 69

casos descritos de compuestos doblemente puenteados por grupos hidroxo , alcohoxo™

82 g fenoxo.”
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Cf A4 0
or SO

Figura 1.21. Representacion esquematica del ligantes L55 preparado por Casella y

61
colaboradores.

1.3.2.3.4 Influencia de la estructura de los ligantes en la actividad catecolasa

A pesar de que muchos autores hacen referencia a las propiedades de los ligantes
para explicar los resultados de la actividad catecolasa de los complejos de cobre, hasta
ahora s6lo se han publicado pocos estudios detallados de la influencia de la estructura del

ligante en la actividad de los complejos.

Krebs y colaboradores’ prepararon tres ligantes asimétricos derivados de fenol, de
los cuales uno de los brazos del ligante contiene un grupo heterociclico piperidina (L1),
morfolina (L2) o tiomorfolina (L3) (Figura 1.22) y estudiaron la actividad catecolasa de sus
complejos dicobre(Il) con dos grupos acetato puente entre los centros metalicos. Los
autores encontraron que el complejo con el sustituyente tiomorfolina muestra la mayor
actividad catalitica, probablemente debido a que el atomo de azufre puede desplazar a uno
de los grupos acetato puente, dejando asi una posicion de coordinacion libre para union del
sustrato. Esta hipotesis se apoydé mediante calculos de DFT presentados en la misma

publicacion.
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X
[Cu,(L)(OAc),]* [Cuz(L)(OAc)]2+ [Cuz(L)(OAc)]2+
Silla Bote

Figura 1.22. Estructura de los complejos [Cux(L)(OAc)s]™ v [Cus(L)(OAc):]*" en
conformacion de silla y bote (con X = CH,, O 6 S) reportados por Krebs y colaboradores.”!

La flexibilidad del ligante también juega un papel importante en la actividad de los
complejos de cobre. Kandaswamy y colaboradores® estudiaron la actividad catecolasa de
una serie de complejos de cobre(Il) con ligantes dinucleantes macrociclicos (Figura 1.23) y
observaron incrementos de la actividad con el aumento del tamaiio del anillo macrociclico.

El incremento en el tamafio del anillo hace al sistema mas flexible y favorece el fenomeno

MT

&’ (CH )
u
’\ / 2/n
ciof

catalitico.

(CH) é
2m /
N

I

Figura 1.23. Representacion esquemdtica general de los compuestos dicobre(ll)

. . . 85
con ligantes macrociclicos publicados por Kandaswamy y colaboradores.
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1.3.2.3.5 Influencia del pH en la actividad catecolasa

La enzima en estado natural presenta actividad catecolasa solo en un intervalo de
pH muy limitado (pH 5-8), con una actividad optima a pH 8, y una pérdida irreversible de
actividad en valores de pH menores a 4.0 y mayores a 10.0.*® Algunos autores han
estudiado la influencia del pH en la actividad catecolasa de complejos modelo de
cobre(II).* " %% 7 7 Eg necesario sefialar que los cambios en el pH frecuentemente se
encuentran acompafiados de cambios en la estructura de los complejos, llevando a
diferentes comportamientos cataliticos. Asi, Torelli e al.> > estudiaron la interconversion
mediada por el pH de complejos dicobre(Il) con una serie de ligantes derivados de fenol
(Figura 1.18) y encontraron que el complejo p-fenoxo-p-hidroxo-dicobre(Il), el cual es
estable en pH neutro, se puede intreconvertir reversiblemente en las especies (-fenoxo-
bis(acua)-dicobre(Il) y p-fenoxo-bis(hidroxo)-dicobre(Il) en niveles bajos y altos de pH,
respectivamente, como se muestra en la Figura 1.24. De estas especies, s6lo el complejo (-
fenoxo-p-hidroxo-dicobre(Il) presenta actividad catecolasa. La posible razén de esto puede
ser la corta distancia Cus--Cu (2.89 A) en este complejo y la capacidad del grupo hidroxo
puente de asistir en la desprotonacioén del sustrato, facilitando la coordinacion de éste al

centro dimetalico, como se discutié anteriormente.

3+ 2+ 1+
R R R
OH™ OH™

N o) N H* N o) N H* N o N

BN \N/\/ A AN N/ \/ S X N/ \/ X
| /Cu CU\ | | /Cu CU\ | | /Cu CU\ |
/N// /| |\ AN~ /N// / \0/\ PN /N// /| \ N~
|N OH, OHZN | |N oM | |N OH OH' |
N X N N X N

Figura 1.24. Interconversion guiada por el pH de los complejos dicobre(Il) con los

ligantes derivados de fenol (HLg) reportados por Belle y colaboradores.”

Fernandes et al. estudiaron la actividad catalitica del complejo dicobre(Il) con el

ligante asimétrico HTPPNOL (N,N,N’-tris-(2-piridilmetil)-1,3-diaminopropan-2-ol) a
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diferentes valores de pH.”” Una titulacién de este complejo indicé que a valores de pH
superiores a 8.0, la molécula de agua, coordinada a uno de los iones de cobre(Il) en
disolucidn, presenta una desprotonacion llevando a la formacién de un grupo hidroxo
(Figura 1.25). A un pH de 8.05 se observo un incremento de la actividad catalitica, cuado la
especie hidroxo se encuentra presente en disolucion. Los autores sugieren que el entorno
hidroxilado ayuda a la desprotonacion del catecol, facilitando su unién al centro dimetalico.
Esta suposicion es consistente con lo propuesto por Belle ez al.,®' a pesar de la propuesta de
Fernandes de una coordinacioén del grupo hidroxo en la coordinacion apical, en contraste

con una coordinacion tipo puente determinada por Belle.

MeOH / O,

il |
\ \ 4
/ N\/Cu/o\/C{ \ / N*c/ Il’/o\ci/N \
— = = o__O0 ==
N OTO ° - \ o\f O OH
\ / \ /
HO t-Bu t-Bu
t-Bu t-Bu

Figura 1.25. Mecanismo de la interaccion entre el complejo dinuclear de cobre(Il)
con el ligante asimétrico HTPPNOL y 3,5-di-tert-butilcatecol como fue propuesto por

70
Fernandes y colaboradores.
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1.3.3 Nuestro grupo de trabajo

La investigacion realizada en nuestro grupo se inscribe en el esfuerzo colectivo por
comprender los factores estructurales y electronicos de los complejos de cobre que afectan
su actividad catalitica en la oxidacién del H,DTBC. Con este objetivo, en un principio, se

disefiaron y sintetizaron dos series de ligantes dinucleantes derivados de imidazol y aminas

5987-93 583, 94-96)

(tipo “cerrado ) o aminodcidos (tipo “abierto y se estudidé la actividad
catecolasa de sus complejos de dicobre(Il). A continuacion se presenta un resumen de estos

trabajos.

1.3.3.1 Ligantes

Los ligantes de ambas series, tanto de tipo abierto como de tipo cerrado, fueron
sintetizados usando la reaccién de Mannich’’ en imidazoles en medio basico. En un solo
paso, esta reaccion permite la condensacion de un grupo aminometil al anillo imidazdlico.
Usando como materias primas el 2-metilimidazol, formaldehido y a una serie de aminas
(i.e. N-propilamina, N,N-dimetiletilendiamina, 2-aminometilpiridina y glicina), se obtiene
la serie de los ligantes de tipo cerrado (Figura 1.26, izquierda). Esta reaccion da como
producto la doble adicion de dos aminas a dos anillos imidazolicos en las posiciones 4 y 5,

formando un anillo heterociclico de 10 miembros; 1,6-diazecina.87'93

Por otro lado, si se usan L-o-aminoacidos como aminas (i.e. alanina, leucina,

metionina y fenilalanina) se obtienen los ligantes de tipo abierto (Figura 1.26, derecha). En

estos ligantes solo se observa la condensacién de dos aminoécidos a un solo imidazol.* **

96
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Figura 1.26. Ligantes dinucleantes derivados de 2-metilimidazol sintetizados

87-93

previamente en el grupo de trabajo. Ligantes tipo “cerrado” (izquierda) y ligantes tipo

. 83, 94-96
“abierto” (derecha).””

1.3.3.2 Complejos

Tanto los ligantes de tipo abierto como de tipo cerrado son capaces de alojar a dos
iones de cobre(Il) en su estructura. Con los ligantes de tipo cerrado se aislaron dos tipos de
estructuras: i.e. con el ligante en conformacién de bote (Figura 1.27, derecha) y en
conformacion de silla (Figura 1.27, izquierda). De estas dos conformaciones, la de silla es
la mas comun y sélo en un caso se observo la conformacion de bote. En todos los
complejos, los iones de cobre(Il) presentan un nimero de coordinaciéon de cuatro o cinco, y
¢éstos se encuentran coordinados por uno de los nitrégenos del anillo imidazolico, uno de
los nitrégenos del anillo diazecinico y por el &tomo donador del residuo de la amina, el

resto de las posiciones de coordinacion se encuentran ocupadas por moléculas de disolvente

37



o contraiones coordinados. Cabe mencionar que en el caso del complejo dicobre(Il) con el
ligante Promeim, el cual es el tinico compuesto en el que se observé conformacion de bote,
el ligante no contiene un d&tomo donador en el residuo de la amina, ya que éste es un grupo

n-propilo.

Figura 1.27. Estructura cristalina de dos compuestos dinucleares de cobre(ll) con

los ligantes tipo “cerrado” en donde se aprecian las distintas conformaciones presentadas
por este sistema. (izquierda) [Cus(Dimeim)(H>0)4] (CI0,)> en conformacion de silla y
(derecha) [Cuy(Promeim)(OAc)(H>0)] en conformacion de bote.

Por otro lado, con los ligantes de tipo abierto se obtienen dos tipos de estructuras
para los complejos dinucleares de Cu(Il). Con el ligante Leumeim, se logr6 aislar un
complejo dicobre(I) en medio 4cido,” en el cual se observa una estructura con dos sitios
de coordinacidon no equivalentes; uno en el cual el ion de cobre(Il) se encuentra coordinado
tanto al atomo de nitrogeno como al atomo de oxigeno del residuo del aminodcido, y otro
en el cual el ion metalico, ademds de estar coordinado por el aminoacido, se encuentra
coordinado a un atomo de nitrogeno del anillo imidazélico (Figura 1.28, izquierda). El otro
tipo de estructura fue observado con el ligante Fenmeim.* *® Incrementando el pH del
medio de reaccion, fue posible aislar un complejo dicobre(Il) con este ligante, en el cual
ambos iones de cobre se encuentran coordinados por el residuo del aminoacido y por el
grupo imidazolico, el cual se desprotona, formando un grupo imidazolato puente (Figura

1.28, derecha).
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Figura 1.28. Estructura cristalina de dos complejos dinucleares de cobre(ll) con

ligantes de tipo “abierto”. Estructura de [Cuy(Leumeim)(NO3)(H,O)]NO; * H>O
(izquierda)” en la cual el grupo imidazol se encuentra protonado y estructura del
compuesto [Cuy(Fenmeim)(H,0),/NO; « H,O (derecha)’”® en donde se observa la

formacion de un grupo imidazolato puente.

Tanto los ligantes de tipo abierto como de tipo cerrado forman compuestos
dicobre(Il), sin embargo dada la estructura de éstos, los centros metalicos no se encuentran

en una distribucion adecuada para formar grupos hidroxo puente entre ellos. Lo que

conlleva a los objetivos de este trabajo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Desarrollar un nuevo sistema de compuestos tetranucleares de cobre(Il) y
determinar los aspectos estructurales que definen su actividad catalitica en la reaccion de

oxidacion de catecoles.

2.2. Objetivos particulares

> Sintetizar y caracterizar un nuevo tipo de ligantes tetranucleantes derivados

de bisimidazol y aminoacidos.

> Sintetizar y caracterizar compuestos tetranucleares de cobre(Il) con los

ligantes obtenidos.

> Determinar las constantes de protonacion (pK,s) y de formacion (logPs)

tanto de los ligantes como de los complejos por medio de métodos potenciométricos.

> Caracterizar magnéticamente los sistemas por medio de estudios de EPR en
disolucion.
> Determinar los parametros cinéticos de la actividad catalitica de los sistemas

en la reaccion de oxidacion de catecoles.
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3. Hipotesis y
alcances

3.1. Hipotesis

> Los ligantes sintetizados podran formar compuestos tetranucleares de Cu(II)

y €stos a su vez seran capaces de formar grupos puente entre los nucleos metalicos.

> Los complejos obtenidos presentaran actividad catalitica en la reaccion de

oxidacion de catecoles.

> La presencia de grupos puentes sera un factor fundamental tanto en las

propiedades magnéticas como en la actividad catalitica de los sistemas.

3.2. Alcances del trabajo

Desde un inicio, el proyecto global del cual forma parte este trabajo tuvo como
objetivo identificar efectos electronicos y estéricos en el comportamiento espectroscopico,
magnético, electroquimico y catalitico de un grupo de compuestos con propiedades

comunes a las enzimas de cobre de tipo III.

Debido que los ligantes sintetizados con anterioridad en el grupo de trabajo no
permiten la formacion de grupos ligante puente, en este trabajo se disefid una nueva serie de
ligantes capaces de albergar en su estructura dos sitios dimetalicos en los cuales, por la

cercania de los iones metalicos, se favorece la formacion de grupos ligante puente.
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En la primera parte de este trabajo se describira la sintesis y caracterizacion de los
nuevos ligantes tetranucleantes y de sus respectivos compuestos tetranucleares de cobre(II).
Posteriormente, se analizaran los resultados de la caracterizacion en disolucion de los
complejos, tanto por métodos potenciométricos (determinacion de constantes de formacion)
como por métodos espectroscopicos (UV-Vis y EPR), destacando la formacion de grupos
imidazolato e hidroxo puentes. Finalmente, se describirdn los estudios cinéticos en la
reaccion de oxidacion del 3,5-di-tert-butil-o-catecol y se discutiran las principales
caracteristicas estructurales de los complejos que afectan la actividad catalitica, alcanzando

asi el objetivo principal de este trabajo.
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4. Resultados y
discusion
4.1. Sintesis y caracterizacion de los ligantes

’ . . , .y . 9
En la sintesis de estos sistemas se empled la reaccion de Mannich,”” en la cual se
realiza una amino-metilacion del anillo imidazolico por la condensacion de formaldehido y

aminoacidos.

Como ya se menciond (ver seccion 1.3.3.2), esta reaccion es de gran utilidad y
permite la obtencion de los ligantes en una sintesis de un solo paso. La reaccion general se
presenta en el siguiente esquema (Figura 4.1). Cabe mencionar que un exceso del 50 % en
el volumen de formaldehido empleado, conlleva a un incremento en el rendimiento de la

reaccion.

_}/\N
= oy y=( W °

Ny NH H HN___N
X R § H,0, pH = 12.5
+ 4H,CO + 4 >_COOH e
55 °C, 12 h NP NH

HN” N H,N

=/ ot =
? HL)_Q,',? 0
HgAlabiim HgValbiim HgMetbiim HgFenbiim

w~CH, W‘< w\/s\

Figura 4.1. Representacion esquemdatica de la reaccion de Mannich usada en la

obtencion de los ligantes tetranucleantes. El residuo R depende del L-aminoacido usado.
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4.1.1. Ligante H¢Alabiim

Para la obtencion del ligante 4,5-(L-alanina-N-metil)-2-(4,5-(L-alanina-N-metil)-
1 H-imidazol-2-il)-1H-imidazol (H¢Alabiim), se disolvieron 4 eq de L-alanina en agua y se
le agregaron, gota a gota, 6 eq (exceso del 50 %) de formaldehido también disuelto en agua.
Esta mezcla se ajustdé a un pH de 12.5 con KOH y posteriormente se le agrego 1 eq de
Biimidazol (Biim). El resultado es una suspension, de la cual al dejar en agitacion a 55 °C
por 12 h, se obtiene una disolucidon amarillenta palida. Esta disolucion se deja agitando a
temperatura ambiente por 2 dias mas y se obtiene una disolucion con una tonalidad naranja
tenue. Trascurrido el tiempo de reaccion, la disolucion se ajusta a un pH de 7.5 por adicion
de acido acético glacial, a este pH se espera se encuentre presente la especie zwitterionica
(especie eléctricamente neutra). Una vez alcanzado el valor de pH deseado, la disolucion se
concentra a una cuarta parte del volumen inicial en un rotavapor. El precipitado obtenido se
filtra y las aguas madres se enfrian y filtran nuevamente. El producto obtenido se purifica
con tres lavados sucesivos con ~2 mL de agua a 0 °C y metanol obteniendo un polvo

blanco estable al aire y a la humedad con un rendimiento del 23 %.
4.1.1.1 Analisis elemental

En la tabla siguiente se muestra el analisis elemental obtenido para el ligante
HeAlabiim. Este analisis concuerda con que el ligante se encuentra heptahidratado lo cual se

entiende dada la afinidad de los sistemas zwitteridonicos por el agua.

Tabla 4.1. Andlisis elemental para el ligante  HgAlabiim « 7H,0
(C22H34N808 b 7H20)

Elemento | % Exp | % Cal | % Error |

C 39.6 39.7 0.25
N 16.7 16.9 1.20
H 7.1 7.3 2.81
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La cantidad de moléculas de agua de hidratacion fue corroborada mediante analisis
termogravimétrico (TGA), en el cual se observa una pérdida de masa del 19 % de la inicial

a una temperatura de 170 °C. Esta pérdida concuerda con 7 moléculas de agua en el ligante.

4.1.1.2 Espectroscopia infrarroja

En el espectro de infrarrojo del ligante Hg¢Alabiim « TH,O, mostrado en la
Figura 4.2, se observa una banda muy ancha en 3400 cm™ caracteristica de los
estiramientos O—H de las moléculas de agua presentes en el ligante y de la vibracion N-H
de las aminas secundarias. Es posible observar las vibraciones C=0 de los carbonilos en
1609 cm™ y la vibracion C—O en 1404 cm™. También es posible observar una sefial en

1452 cm! asignada a la vibracién C—N del bisimidazol.

100 —
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Figura 4.2. Espectro de infrarrojo del ligante HgAlabiim * 7H>O obtenido en
pastilla de KBr.
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Al secar la muestra por 2 h a 170 °C es posible observar con claridad en el IR las
sefiales del estiramiento N—H en 3390 cm™ y las sefiales del estiramiento C—H en 2809 y

2893 cm™ de los metilos y metilenos.

4.1.1.3. Espectroscopia de RMN 'H y experimento COSY

El espectro de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y el experimento de
correlacion de desplazamiento quimico homonuclear H-H (COSY) se realizaron en D,O

acidulada con DCl a un pD = 1.

En la Figura 4.3 se muestra el espectro de RMN 'H del ligante HeAlabiim. En este
espectro se observan tres sefales debidas a los tres tipos de protones presentes en la
molécula. Tanto la multiplicidad como las integrales concuerdan con lo esperado. Cabe
mencionar que los protones de las aminas y de los grupos imidazolicos no se observan, ya
que se intercambian por deuterio. En la Tabla 4.2 se enlistan los valores de desplazamiento
quimico, multiplicidad, constante de acoplamiento e integraciéon para cada una de las

sefiales presentes.

Tabla 4.2. Seiiales observadas en RMN 'H para el ligante HsAlabiim. Las sefiales

estan referenciadas con la senial del TMS.
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Proton | & (ppm) | ] (Hz) | Integral | Multiplicidad COsYy
a 4.24 -- 2 Singulete
b 4.04 7.5 1 Cuadruplete | Acoplamiento
con ¢
c 1.38 7.5 3 Doblete Acoplamiento
con b




Figura 4.3. Espectro de RMN 'H del ligante HsAlabiim obtenido en D;0 a pD = 1
en un equipo de 300.2 MHz.

En el experimento de correlaciéon de desplazamiento quimico homonuclear H-H
(COSY) es posible observar cudles son las sefales que se encuentran acopladas. En el
experimento COSY del ligante HeAlabiim sdlo es posible observar una correlacion, como

es de esperarse, entre el proton del CH-a y los protones del metilo.

4.1.1.4. Espectroscopia de RMN "C y experimento HETCOR

Los espectros de resonancia magnética nuclear de >C y el experimento de
correlaciéon de desplazamiento quimico heteronuclear C-H (HETCOR) se realizaron en
D,0 acidulada con DCIl a un pD = 1. Las sefiales fueron referenciadas con la sefial del

tetrametil silano (TMS).
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En la Figura 4.4 se muestra el espectro de RMN °C del ligante Hedlabiim. Dada la
gran simetria del ligante, en este espectro se observan solo seis sefiales. La sefial del
carbono 1 en el imidazol presenta una baja intensidad ya que es un carbono cuaternario que
se relaja muy lentamente, ademas de presentar una abundancia relativa de la mitad con
respecto al resto de los carbonos, por lo que es necesaria una larga adquisicion para poder
detectarlo. En la Tabla 4.3 se muestran los desplazamientos quimicos para cada una de las

sefales observadas.

Tabla 4.3. Seiiales observadas en RMN C para ligante HyAlabiim. Las sefiales

estan referenciadas con la sefial del TMS.

Carbono | § (ppm) | Tipo de carbono HETCOR
1 138.3 Cuaternario
2 128.8 Cuaternario
3 40.2 Secundario Acoplamiento con a
4 56.6 Terciario Acoplamiento con b
5 172.6 Cuaternario
6 15.5 Primario Acoplamiento con ¢
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Figura 4.4. Espectro de RMN " C del ligante HsAlabiim obtenido en D0 a pD =~ 1
en un equipo de 75.3 MHz

El experimento de correlacion de desplazamiento quimico heteronuclear C-H
(HETCOR) nos permite correlacionar los espectros de RMN 'H y *C ayudandonos a
identificar cuales senales del espectro de proton pertenecen a cada sefial del espectro de
carbono. En el espectro HETCOR del ligante HgAlabiim se observan tres correlaciones
C—H, como es de esperarse. Se observa una correlacion entre C3 y los protones a, C4 con
los protones b y C6 con los protones ¢. De esta manera se comprueba la asignacion de las

sefiales 3, 4 y 6 observadas en el espectro de RMN de "°C.
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4.1.1.5. Espectrometria de masas

En la espectrometria de masas de estos compuestos es necesario usar la técnica de
bombardeo con atomos rapidos (FAB) debido a que estos ligantes tienen un peso molecular
elevado, son compuestos zwitteridnicos y se descomponen al calentarlos. El espectro de
masas del ligante H¢Alabiim se obtuvo empleando la técnica de FAB+ en una matriz de
alcohol nitrobencilico. Cabe mencionar que en la técnica de FAB+ algunos fragmentos
suelen aparecer en su valor de peso molecular mas una unidad (M+1). Dada la baja
solubilidad del ligante en la matriz, s6lo es posible observar algunas de las sefales
esperadas. En la Figura 4.5 se presenta una ampliacion del ion molecular y una simulacion
de este pico donde se observa que la abundancia isotdpica corresponde claramente para el
fragmento propuesto. Ademas del ion molecular, se observa también un pico en 270

correspondiente a la mitad del ion molecular o al ion molecular con doble carga (M/2 +1).

538
498 @8
H
538
487 i
488 568 520 540 960 faieco
sEates

Figura 4.5. Patron isotopico del ion molecular del ligante HsAlabiim observado en
el espectro de masas (izquierda) y su simulacion (derecha). El espectro fue obtenido

usando la técnica de FAB+.
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4.1.2. Ligante H¢Valbiim

El ligante 4,5-(L-valina-N-metil)-2-(4,5-(L-valina-N-metil)-1H-imidazol-2-il)-1H-

imidazol (HeValbiim) fue sintetizado siguiendo el mismo procedimiento que para el ligante

HeAlabiim (ver seccion 4.1.1) usando 4 equivalentes de L-valina en lugar de L-alanina. A

diferencia del ligante HgA4labiim, con este ligante no es necesario evaporar el disolvente, ya

que desde un pH = 10 el ligante empieza a precipitar. El precipitado obtenido se filtra y

purifica en un equipo soxhlet con agua durante 4 horas y posteriormente con metanol

durante 2 horas més, obteniendo un polvo blanco con un rendimiento del 17 %. El producto

es estable al aire y a la humedad.

4.1.2.1. Analisis elemental

En la tabla siguiente se muestra el andlisis elemental obtenido para el ligante

HeValbiim.

Tabla 4.4. Andlisis elemental para el ligante
(Cs30HsoNsOs * 9H>0)
Elemento | % Exp | % Cal | | % Error |
C 449 | 443 1.3
N 13.8 13.8 0
H 8.2 8.4 24

HgValbiim ° 9H20

La cantidad de moléculas de agua de hidratacion fue corroborada por andlisis

termogravimétrico, en el cual se observa una pérdida de masa del 20 % de la inicial a una

temperatura de 150 °C. Esta pérdida concuerda con 9 moléculas de agua en el ligante.
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4.1.2.2 Espectroscopia infrarroja

El espectro de infrarrojo del ligante HeValbiim « 9H,O (Figura 4.6) es similar al
observado para el ligante HgAlabiim « TH,0. Se observa una banda muy ancha alrededor de
3410 cm™ caracteristica de los estiramientos O-H y N-H de las moléculas de agua
presentes y de las aminas secundarias. Se observan también la vibracion C=0O de los
carbonilos en 1620 cm™ y la vibracion C—O en 1424 cm™ ademas de la sefial en 1470 cm-!
de la vibracion C—N del bisimidazol. También se observan las sefales de estiramiento de

los metilos en 2970 cm™.
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Figura 4.6. Espectro de infrarrojo del ligante HgValbiim * 9H,O obtenido en
pastilla de KBr.

4.1.2.3. Espectroscopia de RMN "H y experimento COSY

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y el experimento COSY se
realizaron en D,0O acidulada con DCI a un pD = 1. Las sefiales fueron referenciadas con

TMS.
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El nimero de sefiales observadas en el espectro de RMN de 'H del ligante
HeValbiim (Figura 4.7), asi como su integracion concuerdan con lo esperado. Se observan
cinco sefiales correspondientes a cada uno de los protones del ligante. Cabe mencionar que
los dos metilos del residuo del aminoacido se diferencian, por lo que se observa un doblete
de integral 3 para cada uno. En la Tabla 4.5 se resumen los valores de desplazamiento
quimico, multiplicidad, constante de acoplamiento e integraciéon para cada una de las

sefales presentes, asi como los acoplamientos observados en el experimento COSY.

Tabla 4.5. Seiiales observadas en RMN 'H para el ligante HgValbiim. Las sefiales

estan referenciadas con la sefial del TMS.

Protén | & (ppm) | ] (Hz) | Integral | Multiplicidad COsYy
a 4.21 -- 2 Singulete
b 3.86 3.9 1 Doblete Acoplamiento
con ¢
c 215 72y 1 Multiplete Acoplamiento
3.9 (heptuplete conb,dye
dobleteado)
d 0.83 7.2 3 Doblete Acoplamiento
con ¢
e 0.76 6.9 3 Doblete Acoplamiento
con ¢
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Figura 4.7. Espectro de RMN 'H del ligante HsValbiim obtenido en D>O a pD = 1
en un equipo de 300.2 MHz.

En el experimento COSY del ligante HeValbiim se observan tres correlaciones que
concuerdan con los acoplamientos del proton del f—CH con los protones de los metilos y

del o—CH.

4.1.2.4. Espectroscopia de RMN "C y experimento HETCOR

Los espectros de resonancia magnética nuclear de '°C y el experimento HETCOR se
realizaron en D,O acidulada con DCI a un pD= 1. Las sefales fueron referenciadas

nuevamente con la sefial de TMS.

En el espectro de RMN '°C del ligante HqValbiim (Figura 4.8) se observan solo

ocho sefales dada la gran simetria de éste. Al igual que en el ligante He¢Alabiim, la sefial del
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carbono 2 del imidazol presenta una baja intensidad debido a su largo tiempo de relajacion.
En la Tabla 4.6 se resumen los desplazamientos quimicos para cada una de las sefiales

observadas.

Tabla 4.6. Seiiales observadas en RMN C para el ligante HsValbiim. Las sefiales

estan referenciadas con la sefial del TMS.

Carbono | § (ppm) | Tipo de carbono HETCOR
1 140.4 Cuaternario
2 130.4 Cuaternario
3 43.3 Secundario Acoplamiento con a
4 68.1 Terciario Acoplamiento con b
5 172.6 Cuaternario
6 31.8 Terciario Acoplamiento con ¢
7 20.6 Primario Acoplamiento con d
8 19.0 Primario Acoplamiento con e
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Figura 4.8. Espectro de RMN °C del ligante HgValbiim obtenido en D,O a pD =~ 1
en un equipo de 75.3 MHz.

El experimento HETCOR del ligante HeValbiim se observan cinco correlaciones
C—H como es de esperarse; i.e. hay correlacion entre C3 con los protones a, C4 con los

protones b, C6 con los protones ¢, C7 con los protones d y C8 con los protones e.

4.1.3. Ligantes HgMetbiim y HgFenbiim

Los ligantes 4,5-(L-metionina-N-metil)-2-(4,5-(L-metionina-N-metil)-1H-imidazol-
2-il)-1H-imidazol (H¢Metbiim) y 4,5-(L-fenilalanina-N-metil)-2-(4,5-(L-fenilalanina-N-
metil)-1H-imidazol-2-il)-1H-imidazol (H¢Fenbiim) tfueron sintetizados siguiendo el mismo
procedimiento que para el ligante HgValbiim (Ver secciéon 4.1.2) usando como materia
prima L-metionina y L-fenilalanina con rendimientos del 25.8% y 30.3 %,

respectivamente. Los productos son estables al aire y a la humedad.
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4.1.3.1 Analisis elemental

En la tabla siguiente se muestra el analisis elemental obtenido para la los ligantes

He¢Metbiim y HeFenbiim.

Tabla 4.7. Andlisis elemental para los ligantes HgMetbiim * 4H,0
(C3()H5()N808S4 * 4H20)y H6Fenbiim ° ]HZO (C46H5()N808 ° ]HQO).

H¢Metbiim » 4H,0 H¢Fenbiim « 1H,O
C30H50NgOgS4 ° 4H20 C46H50N808 ° leo
Elemento | % Exp % Cal | % Error| % Exp % Cal | % Error|
C 42.0 423 0.7 63.5 64.2 1.1
N 13.7 13.2 3.6 13.3 13.0 2.3
H 6.7 6.9 3.0 6.1 6.1 0
S 14.8 15.1 2.0
TGA Pérdida del 10 % a 150 °C
(4 moléculas de H>O)

4.1.3.2 Espectroscopia infrarroja
Los espectros de los ligantes He¢Metbiim y HgFenbiim en forma general son
similares al obtenido para el ligante H¢Valbiim. Las principales sefiales observadas en los

espectros asi como sus respectivas asignaciones se presentan en la tabla siguiente.

Tabla 4.8. Seriales observadas en el espectro de infrarrojo de los ligantes

HgMetbiim y HgsFenbiim.

HMetbiin?; 4H,0 HeF enbiin?l- 1H,O Asignacion
cm cm
1604 1620 C=0
1393 1452 Cc-O
2916 2845 CHs;y/o CH>
3400 3382 OH y NH
1438 1496 C-N
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4.1.3.3. Espectroscopia de RMN 'Hy "C

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H'y "*C del ligante HeMetbiim se

adquirieron en D,O acidulada con DCl a un pD~= 1, mientras que los espectros de

HgFenbiim se realizaron en D,0O alcalinizada con NaOD por presentar problemas de

solubilidad en medio acido. Las senales fueron referenciadas usando TMS. Las senales

observadas en los espectros de 'H y *C asi como sus asignaciones y las correlaciones

observadas en los experimentos HETCOR y COSY se presentan en las siguientes tablas.

Tabla 4.9. Sefiales observadas en RMN 'H para el ligante HsMetbiim. Las seiiales
estan referenciadas con la seiial del TMS. "H RMN (300.2 MHz, D,O/DCl pD = 1, TMS):

Proton | 8 (ppm) | Integral | Multiplicidad | Acoplamiento
COSY
a 4.20 2 Singulete
b 4.03 1 Triplete con ¢
c 1.96 2 Cuadruplete conbyd
d 2.32 2 Multiplete con ¢
e 1.71 3 Singulete

N N
P
aNb
c (o]
d
S
\e

Tabla 4.10. Seiiales observadas en RMN °C para el ligante HgMetbiim. Las
sefiales estdn referenciadas con la seiial del TMS. >C NMR (75.3 MHz, D20/DCl pD = 1)

Carbono | & (ppm) | Tipo de carbono HETCOR
1 140.5 Cuaternario
2 130.5 Cuaternario
3 42.4 Secundario Acoplamiento con a
4 60.8 Terciario Acoplamiento con b
5 172.8 Cuaternario
6y7 30.6 Secundario Acoplamiento con cy d
8 16.2 Primario Acoplamiento con e

60

N N
Py
3 N4 5
6 (0]
7
S
\8



Tabla 4.11. Seiales observadas en RMN 'H para el ligante HsFenbiim. Las sefiales
estan referenciadas con la senal del TMS.'"H RMN (300.2 MHz, D,0O/NaOD pD = 12,

TMS)
) Acoplamiento /i
Proton J(Hz) | Integral | Multiplicidad N N
(ppm) COSY ﬁ):k
T=133 . N O

a 3.25 2C = 473 2 Sistema AB a b

b 3.07 6.9 1 Triplete con ¢

c 2.61 6.9 2 Doblete conb
deyf| 697 5 Multiplete

e

Tabla 4.12. Sefiales observadas en RMN °C para el ligante HiFenbiim. Las
sefiales estan referenciadas con la seiial del TMS. *C RMN (75.3 MHz, D,O/NaOD

pD =12, TMS):
Carbono | & (ppm) | Tipo de carbono HETCOR
1 144.3 Cuaternario
2 133.1 Cuaternario
3 423 Secundario Acoplamiento con a N \1 N
4 64.6 Terciario Acoplamiento con b Q:Q'
5 181.4 Cuaternario 3 N
6 39.2 Secundario Acoplamiento con ¢ 6
7 138.4 Cuaternario
8 129.4 Terciario Acoplamiento con HAr 8
9 128.9 Terciario Acoplamiento con HAr
10 126.7 Terciario Acoplamiento con HAr
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4.2. Sintesis y caracterizacion de los complejos

polinucleares de Cu(Il)

4.2.1. Sintesis

En la sintesis de los compuestos de coordinacion con los ligantes presentados en
este trabajo, es muy importante tomar en cuenta factores como la correcta eleccion del
disolvente y la acidez del medio. Como puede observarse en la Figura 4.2.1 estos ligantes
poseen una gran cantidad de grupos capaces de presentar reacciones acido-base, por lo que
es facil entender la dependencia de los distintos equilibrios presentados por estos sistemas
con el pH. Estos sistemas ligantes presentan cuatro grupos carboxilicos, cuatro grupos
amino (ambos derivados de los aminoacidos usados) y cuatro atomos de nitrégeno
heterociclicos (provenientes del bisimidazol). Otro punto a destacar es su alta afinidad a
disolventes con una constante dieléctrica alta, ya que los compuestos de coordinacion de

cobre(Il) con estos ligantes tendran una carga elevada.

Figura 4.2.1. Representacion esquemdtica de los ligantes presentados en este
trabajo. Cada molécula de ligante contiene cuatro atomos de nitrogeno imidazolicos,
cuatro aminas segundarias y cuatro dcidos carboxilicos. Los residuos R dependen del

aminoacido usado en la sintesis.
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La sintesis de los compuestos tetranucleares de cobre(I) con estos ligantes es
sencilla, basta mezclar cantidades estequiométricas de alguno de los ligantes con Cu(BF),
en MeOH. Una vez formado el complejo in situ, se puede incrementar el pH del medio
agregando alguna base, como pueden ser NaOMe o BusNOH, para obtener los distintos

grados de protonacion de los complejos tetranucleares.

HeValbiim es el ligante con el que se obtuvieron mejores resultados, logrando aislar
exitosamente tres complejos con distintos grados de protonacidon. La primera especie que
puede aislarse es el complejo formado in situ, el cual al agregarle ocho equivalentes de base
se obtiene un precipitado verde olivo que se redisuelve al agregar dos equivalentes mas de
base (un total de diez equivalentes). Tanto la especie formada in sifu como la obtenida con
diez equivalentes de base, son extremadamente solubles en MeOH, lo que dificulta su
aislamiento y purificacion. Para aislar estas especies, es necesario evaporar el MeOH casi a
sequedad, diluir un poco la mezcla con acetona y agregar posteriormente otro disolvente
que funcione como precipitante (e.g. éter etilico). Al inducir la precipitacion de los
complejos de esta manera, también se favorece la coprecipitacion de algunas impurezas que
presentan solubilidades similares a las de los complejos. Los complejos aislados pueden

purificarse por lavados sucesivos con pequefias cantidades de i-PrOH frio.

Los compuestos con los ligantes HeAlabiim, HeMetbiim, y HeFenbiim no presentan
redisolucion al agregar diez equivalentes de base, por lo que solo es posible aislar el
complejo formado in situ y el compuesto con ocho equivalentes de base. El analisis de la

caracterizacion solo se presenta para los tres complejos con el ligante HgValbiim.

4.2.1.1. [Cuy(H,Valbiim)(H,0),](BF,)s * 6H,0 (1)

Al mezclar un equivalente de HglValbiim « 9H,O con cuatro equivalentes de
Cu(BF,); * 6H,0 se obtiene una disolucion con un marcado aumento de acidez debida a la
desprotonacion del ligante para dar paso a la formacion del complejo formado in situ. Con

base en los diversos estudios analiticos realizados (presentados posteriormente) y tomando
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en cuenta la estructura cristalina del complejo [Cu,Leumeim(H,O);NO3]NOs « H,O (ver
Figura 1.28, izquierda, Seccién 1.3.3.2), se propone una estructura con dos iones de
cobre(Il) enlazados, cada uno, a un 4&tomo de N imidazdlico y a los atomos de N y O del
residuo del aminoacido, completando su esfera de coordinacion con moléculas de
disolvente. Por simplicidad llamaremos a estos sitios tricoordinados (por el ligante) a lo
largo de este texto. Aunados a estos dos iones de Cu tricoordinados, se proponen dos iones
de cobre(Il) enlazados s6lo a los atomos de N y O del residuo del aminoacido, con
moléculas de disolvente ocupando las posiciones de coordinacion restantes, a los cuales por
simplicidad, llamaremos dicoordinados (por el ligante). Obteniendo como resultado un

complejo cationico de color verde claro (Figura 4.2.2).

/"C‘l\j — i V\\
AN :
Q NH HN o
/: ( § (\

Figura 4.2.2. Estructura propuesta para el compuesto cationico formado in situ, 1:
[Cuy(H>Valbiim)(H;0)10]*". Por razones de claridad, las moléculas de agua de
coordinacion se excluyen de la imagen. Los fragmentos R representan residuos i-propilo

provenientes de la L-valina.

4.2.1.2 [Cuy(Valbiim)(n-OH),(H,0),] * SH,O (2)

Al agregar ocho equivalentes de base (nimero de equivalentes necesarios para
neutralizar los 6 protones del ligante y realizar dos hidrdlisis) a la especie formada in situ se
obtiene un precipitado verde oliva, aislado de una disolucion practicamente neutra. Con
base en la estructura cristalina del complejo [Cu,Fenmeim(H,0)4]NO; « 4H,O (Ver Figura
1.28, derecha, Seccion 1.3.3.2) se propone una estructura con cuatro atomos de cobre
equivalentes, coordinados por el carboxilo y las amina del residuo del aminoécido, un

atomo de nitrogeno de imidazol desprotonado y por un grupo u-OH (Figura 4.2.3).
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Figura 4.2.3. Estructura propuesta para el compuesto neutro formado al agregar
ocho equivalentes de base, 2: [Cuy(Valbiim)(u-OH),(H;0),]. Por razones de claridad, las
moléculas de agua de coordinacion se excluyen de la imagen. Los fragmentos R

representan residuos i-propilo provenientes de la L-valina.
4.2.1.3 Bu,N [Cuy(Valbiim)(u-OH),(OH)(H,0);] * 5H,0 (3)

Finalmente, al agregar diez equivalentes de base a la especie formada in situ, se
obtiene una disolucion con una intensa coloracion verde, de la cual se aisla un complejo
anionico de color verde oscuro. Para éste se propone una estructura similar a la del
complejo aislado con ocho equivalentes, el cual presenta una hidrolisis adicional. Este

tercer grupo OH puede o no estar formando un grupo puente.

ot

o N N O o o M "o
\C’ug"- ——— :’ 1‘1/2+ \C’ug"- ——— :01‘1/2+
’ \-N\ N== > Il \-N\ N=-—""X
L 7 R Y
HQ, OH HQ HO' OH
\ N / \ N\ N/
‘cu2+<—-N N-——-;cub' cu2+<—-N N--—-;cub
» — 4 \ 7y — 4 \
N FARNE N FARNE
Q NH HN Y Q NH HN o

Figura 4.2.4. Estructura propuesta para el compuesto anionico formado al agregar
diez equivalentes de base, 3: [Cuy(Valbiim)(u-OH)»,(OH)(H>0)3]", con el tercer grupo OH
terminal (izquierda) o puente (derecha). Por razones de claridad, las moléculas de agua de
coordinacion se excluyen de la imagen. Los fragmentos R representan residuos i-propilo

provenientes de la L-valina.
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4.2.2. Caracterizacion

4.2.2.1. Analisis elemental

En la tabla 4.2.1 se muestra el andlisis elemental obtenido para la los compuestos
tetranucleares de cobre aislados con el ligante HeValbiim, asi como el analisis de absorcion
atomica para determinar el porcentaje de Cu(Il) y el analisis de TGA para confirmar el

porcentaje de agua presente en las muestras.

Tabla 4.2.1 Analisis elemental para los compuestos tetranucleares de cobre(Il) en
el ligante HgValbiim:

1, [Cuy(H,Valbiim)(H20) 9] (BF4)4 * 6H>0 (CuyC30H4sNsOsB4F 15 * 16H>0);

2, [Cuy(Valbiim)(u-OH),(H,0)4] * 5H,0 (CusC30H4sNsO;9 * 9H>0);

3, BuyN [Cuy(Valbiim)(u-OH),(OH)(H>0)3] * SH>0 (CusCysHssNoO;; * 8H,0).

* Los porcentajes de Cu(ll) se determinaron por absorcion atomica.

1 2 3
CuyC30HasNgOsB4F 6 CusC30HagNgOq CuyCs6HgsNoOy
¢ 16H,O *« 9H,O * 8H,O
Elemento | % % % % % % % % %

Exp | Cal |Error| Exp | Cal |Error| Exp | Cal |Error|

C 23.32 | 23.45 0.6 32.35 | 32.84 1.5 40.55 | 41.28 1.8

N 7.18 | 7.29 1.5 10.00 | 10.21 2.1 9.27 | 9.42 1.6

H 5.02 | 5.12 2.0 5.88 | 6.06 3.1 73 | 7.61 4.2

Cu* 16.49 | 16.54 0.3 23.19 | 23.17 0.1 19.03 | 18.99 0.2

TGA No realizado por la Pérdida del 15 % Pérdida del 11 %
presencia de F- de 50 a 100 °C de 50 a 100 °C

(9 moléculas de H,O) | (8 moléculas de H>O)

Los porcentajes de error obtenidos entre los datos experimentales y los teéricos en
el compuesto obtenido con diez equivalentes son mayores a los observados en los otros dos
complejos debido a la dificultad en el aislamiento y la purificacion de esta muestra, sin

embargo estos porcentajes son menores al 2 % para C y Ny de 5 % para H.
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La pérdida de masa en el estudio de TGA, asignada a la pérdida de moléculas de
agua en los compuestos, se observa en un solo intervalo de temperatura, lo que impide
determinar con claridad el nimero de moléculas de agua coordinadas y de hidratacion. Las
propuestas estan hechas con base en el nimero de coordinacion mas frecuente en este tipo
de compuestos, el cual es de cinco para cada atomo de cobre(II), sin embargo, es necesario

mencionar que este nimero podria ser cuatro o seis.

4.2.2.2. Espectroscopia infrarroja

Los espectros de infrarrojo de los tres complejos son muy parecidos entre ellos
(Figura 4.2.5), destacando las sefiales asignadas a los grupos carbonilo (1620 cm™), los
contraiones y el agua. En el espectro de 1 se aprecia una sefial de gran intensidad en 1071
cm” debida a la vibracién v¢(XY) y una sefial en 751 cm” de la vibracion vy(XY) del
contraion BE4",” indicando que el compuesto es cationico. En el espectro de 2 se observa la
desaparicion de esta sefial dejando el resto del espectro practicamente sin cambio. Por su
parte, el espectro de 3 presenta un aumento de las sefiales asignadas a las vibraciones de los
metilos y metilenos (2965 y 2880 cm™) debido a la presencia del contraion BuyN',

indicando la obtencion de un complejo anidnico.

Dada la gran cantidad de moléculas de agua presentes en los tres complejos, no es
posible observar con claridad la sefal de los grupos OH™ coordinados que se esperaria como

o -1 100 .
una sefal muy fina alrededor de 3586 cm™, ™ a pesar de secar las muestras previamente.
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Figura 4.2.5. Espectros de FT-IR de los compuestos 1, 2 y 3. Los espectros fueron
obtenidos en pastilla de KBr de 4000 a 400 cm’™.

4.2.2.3. Reflectancia difusa

La reflectancia difusa es una técnica ampliamente usada en la obtencion de
espectros de UV-Vis para muestras sélidas. Los espectros de reflectancia difusa de los tres
compuestos aislados se presentan en la Figura 4.2.6. El espectro obtenido de 1 muestra un
maximo en 694 nm debido a la transicion d-d de los iones de cobre(Il) y otro maximo en

316 nm debida a una absorcion de los contraiones tetrafluoroborato.

Al comparar los espectros de 1 y 2 observamos un desplazamiento de la
transferencia d-d hacia mayores energias (658 nm) en el espectro de 2 que concuerda con la
formacion de los puentes imidazolato, ligantes de campo mayor que las moléculas de H,O.
Por otro lado, la sefial asignada al contraion desaparece para dar paso a dos nuevas sefiales:
una en 328 nm que puede asignarse a una transferencia de carga de los grupos hidroxido
puente a los iones de cobre(Il) (TCLM, Cu-OH-Cu)""! y otra en 366 nm, sedal

caracteristica de la formacién de puentes imidazolato (TCLM, Cu-imid-Cu).'” Por su parte,
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el espectro del compuesto 3 es similar al de 2 con un ligero desplazamiento de las sefiales a

634, 340 y 367 nm, respectivamente.

BF,
N Toum  — (s [Cu,(H,Valbiim)(H,0) I(BF ), 6H,0
0.7 | = — (2), [Cu,(Valbiim)(u-OH),(H,0) ] - 5H,0

o - - = (3), Bu,N[Cu,(Valbiim)(4-OH),(OH)(H,0).] - 5H,0

Absorbance

0.0 4

) ' ) ' ) ' ) ' ]
400 600 800 1000 1200
Wavelength (nm)
Figura 4.2.6. Espectros de reflectancia difusa de los compuestos tetranucleares de

Cu(1l) con el ligante HgValbiim (1, 2 y 3). La anormalidad cercana a 800 nm es debida al

cambio de detector.

4.2.2.4. Resonancia paramagnética electronica

Los espectros de resonancia paramagnética electronica (EPR) en so6lido de los tres
compuestos fueron obtenidos a temperatura ambiente, colocando el mismo numero de
moles en cada tubo y fijando los parametros del equipo. En la Figura 4.2.7 se presentan los
espectros obtenidos para los tres complejos. El compuesto 1 presenta un espectro axial con
un valor de g, =2.394 y g, =2.134. Por su parte 2 y 3 son silenciosos debido a un fuerte
acoplamiento antiferromagnético, sugiriendo la presencia de puentes magnéticos
(imidazolato e hidroxido) en los complejos. Un anélisis méas detallado de los espectros de

EPR y de las modificaciones de éstos en funcion del pH se presenta en la seccion 4.3.2.1.
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Figura 4.2.7. Espectros de EPR en estado solido a temperatura ambiente de los

complejos 1, 2y 3.
4.2.2.5. Susceptibilidad magnética

La susceptibilidad magnética de los tres solidos fue medida a temperatura ambiente
en una balanza de Goiiy, obteniendo un valor de 2.91 MB para el compuesto 1, 0.73 MB
por atomo de cobre, mientras que 2 y 3 presentan un comportamiento diamagnético. El
valor de 1 es un valor menor al esperado, probablemente debido a pequefios acoplamientos

intermoleculares a lo largo del so6lido.
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4.2.3. [Cus(HValbiim)(p-OH)(H,0)] * 4H,0 (4)

4.2.3.1 Sintesis

Al buscar una variante de la sintesis del compuesto 2, se cambi6 la sal de cobre
usada anteriormente por carbonato bésico de cobre(Il), CuCOs*Cu(OH),, con la finalidad
de evitar la contaminacion de la muestra con los contraiones sobrantes. Esta nueva fuente
de cobre(Il) funcionaria también como base, proporcionando ocho equivalentes de base por

cada dos equivalentes de sal, formando asi el compuesto eléctricamente neutro.

En la sintesis de este nuevo complejo se colocan dos equivalentes de
CuCO;Cu(OH), con un equivalente de H¢Valbiim « 9H,0O en metanol. Ambos so6lidos son
practicamente insolubles, por lo que forman una suspension, que al dejar en reflujo por 4
dias forma una disolucion verde. Al final del tiempo de reaccion la disolucion se filtra,
removiendo el s6lido remanente (probablemente CuCO3;Cu(OH), que no reacciono). Esta
disolucion se deja en evaporacion lenta, obteniendo después de 12 meses, cristales
adecuados para difraccion de rayos X. Los cristales verdes obtenidos, con un rendimiento

del 35 %, son estables al aire y a la humedad.

4.2.3.2 Caracterizacion

4.2.3.2.1 Analisis elemental
En la tabla siguiente se muestran los resultados del analisis elemental obtenido para

el compuesto 4 y su analisis de TGA para confirmar el porcentaje de agua presente en la

muestra.
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Tabla 4.2.2. Andlisis elemental para el compuesto trinuclear de cobre(ll), 4,

[Cus(HValbiim)(u-OH)(H,0)] * 4H,0

4
CU3C30H46N309 ° SHZO
Elemento | % Exp | % Cal | % |Error |

C 38.48 | 38.19 0.8
N 11.48 | 11.88 3.5

H 5.13 5.98 16.6
TGA Pérdida del 10.5 %

de 50 a 100 °C
(5 moléculas de H2O)

4.2.3.2.2 Reflectancia difusa

El espectro de reflectancia difusa del compuesto 4 muestra tres maximos en la
region del ultravioleta. Un maximo en 275 nm, otro en 346 nm asignado a la transferencia

de carga de puente hidroxido (Cu-OH-Cu)'"!

y otro en 386 nm de la transferencia de carga
del puente imidazolato (Cu-imid-Cu).'”? En la region del espectro visible, este compuesto
muestra dos maximos debidos a las transferencias d-d de los dos tipos de Cu(Il) presentes,

en 545 y en 655 nm.

4.2.3.2.3 Resonancia paramagnética electronica.

El espectro de resonancia paramagnética electronica (EPR) del compuesto 4 fue
obtenido en so6lido a 77 K. Debido al fuerte acoplamiento antiferromagnético existente
entre los iones de Cu(Il) puenteados por el grupo OH, este compuesto presenta un espectro
semejante al de un compuesto mononuclear con un croméforo CuN,O;, mostrando un

espectro rombico con valores de g, =1.97 g, =2.12 y g, = 2.29.
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Figura 4.2.8. Espectro de EPR en estado solido a 77 K del complejos 4. La serial
marcada como (*) corresponde al radical 1,1 -difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) usado como
referencia (g = 2.0036).

4.2.3.2.4 Difraccion de rayos-X (EXAFS)

El compuesto 4 cristaliza en el grupo espacial hexagonal quiral P6,22. Este
compuesto contiene tres centros diferentes de Cu(Il), etiquetados Cul, Cu2 y Cu3,
coordinados por una sola molécula de ligante monoprotonada [HValbiim]™, con uno de los

grupos amino protonados y no coordinados (atomo N39, ver Figura 4.2.9).
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Figura 4.2.9. Estructura de rayos X de la unidad de repeticion trinuclear del

compuesto [Cuz(HValbiim)(u-OH)(H,0)] * 4H,0, (4).

En la unidad basica trinuclear (Figura 4.2.9), el Cul se encuentra en un ambiente de
pirdmide de base cuadrada distorsionada (T = 0.33), cuyo plano base se encuentra formado
por dos atomos de nitrogeno, uno imidazélico (N1) y otro de un grupo amino (N12), y un
atomo de oxigeno de un grupo carboxilo (O15), todos pertenecientes a la misma molécula
de [HValbiim]. La cuarta posicion del plano se encuentra ocupada por un atomo de
oxigeno (0O47) de una molécula de OH puente y con la posicion axial ocupada por una
molécula de agua (O48). Las distancias Cu-N y Cu-O se encuentran dentro los intervalos

normales para dicha geometria (Tabla 4.2.3).!0

El valor de los angulos de enlace refleja la
distorsion de la geometria la cual se genera principalmente del pequefio angulo de mordida
de la unidad tridentada N1, N12 y O15 (N1-Cul-N12=283.7(2)° y N12—-Cul-015 =
83.4(2) °). Por su parte, el Cu2 también se encuentra formando parte de un cromoforo

pentacoordinado del tipo CuN,Os3, pero con una geometria de coordinacion intermedia entre
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una piramide de base cuadrada y una bipiramide trigonal (T=0.52). La esfera de
coordinacién del Cu2 estéd constituida de los atomos donadores N7, N30 y O33 de la misma
molécula de [HValbiim]> coordinada al Cul, y del atomo de oxigeno O47 del grupo
hidréxido puente (con una distancia Cul-Cu2 de 3.540(1) A). La quinta posicién de
coordinacién alrededor del Cu2 se encuentra ocupada por un atomo de oxigeno de un grupo
carboxilato (O42”) de una unidad trinuclear adyacente (Figura 4.2.10). Las distancias de
enlace Cu-N y Cu-O (Tabla 4.2.3) pueden considerarse normales para este tipo de ambiente
de coordinacion.'™ Al comparar las distancias de enlace Cul-N1 y Cu2-N7 observamos
que ésta ultima es mayor, pese a que ambos atomos de nitrégeno son imidazoélicos, esto se

debe a la diferencia en la geometria de los iones metalicos.'® '

Tabla 4.2.3. Distancias de enlace [A] y angulos [°] seleccionados para 4.

Cul
Cul—N1 1.979(5) Cul—N12 2.032(5)
Cul-015 1.954(4) Cul—-047 1.909(4)
Cul—-048 2.457(5) Cul—Cu2 3.540(1)
N1-Cul—-N12 83.7(2) N12—-Cul-015 83.4(2)
015-Cul-047 92.92) 047—Cul—NI1 101.3(2)
N1-Cul-0O15 154.7(2) 015—Cul-048 106.6(2)
048—Cul—N1 93.8(2)

Cu2
Cu2—-N7 2.030(5) Cu2—-N30 2.039(5)
Cu2-033 2.153(5) Cu2—-042” 2.077(4)
Cu2-047 1.899(5)
N7—Cu2—-N30 81.4(2) N30—Cu2—-042” 92.5(2)
0427-Cu2-047 90.0(2) 047—Cu2—-N7 97.0(2)
N7-Cu2—-042” 146.0(2) 042”-Cu2-033 109.4(2)
033—Cu2—N7 102.5(2)

Cu3
Cu3—N4 2.028(5) Cu3—-N10 1.970(5)
Cu3—N21’ 2.042(5) Cu3—-024° 1.953(4)
N4—Cu3—N10 81.4(2) N10— Cu3—N21’ 91.4(2)
N21’— Cu3—-024’ 83.4(2) 024’— Cu3—N4 105.5(2)
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Figura 4.2.10. Dimerizacion de 4 generada por un doble puente, a través de los

enlaces de coordinacion entre Cu2-042” y Cu2 ’-O42

Como se mencion6 anteriormente, el nicleo Cu2 esta conectado a una unidad
trinuclear adyacente a través del atomo O42” de otra unidad de ligante, similarmente, el
atomo vecino Cu2” estd coordinado por el atomo de oxigeno O42 de la primera molécula
de ligante. El doble puente resultante (nombrado Cu2-042” y Cu2”-042) conlleva a la

formacion de una entidad hexanuclear que se ilustra en la Figura 4.2.10.

La coordinaciéon de un adtomo donador (i.e. O42”) de una segunda molécula de
ligante [HValbiim]>  hacia el atomo Cu2 genera una fuerte distorsion (comparada con el
Cul), la cual se refleja en el modo de coordinacion de la unidad N7, N30 y O33. De hecho,
mientras que los atomos N1, N12 y O15 de la unidad tridentada equivalente estan casi en el
mismo plano que Cul, no es el caso para N7, N30 y O33 con el Cu2. Més aun, el atomo

033 se encuentra ahora fuera del plano de los atomos N7 y N30 (Figura 4.2.9). El angulo
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entre los planos constituidos por N30 Cu2 N7 y N30 Cu2 O33 es de 76 °, mientras que el

valor correspondiente para el Cul es de 22 °.

El tercer ion de cobre(Il), nombrado Cu3, se encuentra en un ambiente de plano
cuadrado ligeramente distorsionado, coordinado por tres atomos de nitrogeno y uno de
oxigeno provenientes de dos moléculas de ligante distintas (Figura 4.2.9). Los valores de
las distancias Cu-N y Cu-O estdn entre los intervalos tipicos encontrados para los
croméforos del tipo Cu'N;0.'” Como se menciond, Cu3 estd coordinado por dos
moléculas de ligante: como resultado, Cu3 se encuentra puenteando la unidad hexanuclear
con otra unidad hexanuclear adyacente, obteniendo como resultado una fascinante cadena
monodimensional (Figura 4.2.11). Esta cadena polimérica infinita es generada por bloques

hexanucleares unidos a través de dos iones de cobre(Il) (Cu3/Cu3’, Cu3’’/Cu3’”’, etc.)

410
(AN

Figura 4.2.11. Arreglo espacial de los iones de Cu(ll) a lo largo del polimero,

formando un metalohelicato.

Una inspeccion detallada de los iones de cobre(Il) a lo largo de las cadenas revela
un alto arreglo de estos centros metalicos a lo largo del polimero. De hecho, los iones de
Cu(Il) forman una metalohélice que gira en contra de las manecillas del reloj, como se
observa en las Figuras 4.2.11 y 4.2.12. Cada giro de la cadena esta constituido por doce

unidades de [HValbiim]™.

78



Figura 4.2.12. Vista a través del eje c de la cadena del metalohelicato en donde se

observa el giro en contra de las manecillas del reloj (M).

El empaquetamiento cristalino de 4 a lo largo del eje ¢ (Figura 4.2.13) muestra que
las cadenas infinitas en 1D estan orientadas de manera paralela. Las hélices paralelas se
encuentran separadas unas de otras, sobre todo como resultado de una restriccion estérica
creada por los residuos isopropilicos de los ligantes. Los intersticios creados entre las
cadenas se encuentran completamente ocupados por moléculas de agua, las cuales se
encuentran en una intricada red de puentes de hidrogeno parecida a la observada en las
estructuras cristalinas de proteinas. Es importante destacar que todas las hélices presentan
una configuracion M (giro a la izquierda),'® lo cual se debe a que la materia prima usada es

enantioméricamente pura.
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Figura 4.2.13. (Arriba) Vista del empaquetamiento cristalino a lo largo del eje c
del compuesto 4 en la cual se observa que las moléculas de agua se encuentran ocupando
los espacios entre las cadenas elipticas y (Abajo) una vista del arreglo de puentes de

hidrogeno observados.
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4.2.3.2.5 Propiedades magnéticas (MAGSUS)

Las propiedades magnéticas del compuesto 4 se estudiaron en el intervalo de
temperatura de 2 a 350 K y se presentan en la Figura 4.2.14 como ymT vs T adicionalmente
se presenta la curva de M vs H a 2 K (siendo ym la susceptibilidad magnética molar por

unidad trinuclear, i.e. Cu3, y M la magnetizacion).

A 350K el valor del producto ymT es cercano a 0.84 cm3mol'1K, valor
significativamente menor al esperado para tres iones con S=' no acoplados
(1.125 cm’mol 'K para un valor de g=2), indicando la presencia de fuertes interacciones
antiferromagnéticas. De hecho, el producto ymT disminuye al descender la temperatura
hasta alcanzar una meseta ca. 0.41 cm’mol 'K en el intervalo de 20 K a 60 K, valor que esta
de acuerdo con el esperado para un estado de espin doblete (S = ', 0.375 cm’mol 'K para
un valor de g=2). Por debajo de los 20 K, se observa una disminucion posterior hasta
alcanzar un valor de 0.22cm’mol’K a 2K, lo que evidencia una interaccion
antiferromagnética débil entre los estados doblete restantes. Analizando el recuadro en la
Figura 4.2.14, se observa que el valor de la magnetizacion alcanza un valor de saturacion de

0.95 U a 2 K.

T (cm?mol'K)

Figura 4.2.14. Grdfica de yyT versus T del compuesto 4 en el intervalo de
temperatura de 0 a 350 K a 5000 G. (O) Datos experimentales; (—) mejor ajuste. En el

recuadro se presenta la grafica de magnetizacion en funcion del campo aplicado a 2 K.
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La presencia de un puente hidroxido en el centro trinuclear del compuesto 4
contribuye al fuerte acoplamiento antiferromagnético observado,'”’ mientras que el
acoplamiento a través de los puentes imidazolato del biim”>, que se espera sea de naturaleza
también antiferromagnética, contribuye con una menor intensidad.'”’ Ambas interacciones
dan como resultado un esquema de interacciones en forma de triangulo isosceles (Figura
4.2.15) el cual daria como resultado el estado doblete observado a temperaturas mayores a
20 K. La subsiguiente disminucion a valores menores de temperatura, s6lo puede ser
atribuida a un débil acoplamiento a través de los puentes carboxilato a lo largo de la hélice

entre los atomos de Cu3.

2+ 2+
Cu — Cu

2+
Cu

Figura 4.2.15. Esquema de interacciones magnéticas presentes en el compuesto 4

en forma de triangulo isosceles.

De acuerdo con estas suposiciones basadas en consideraciones magneto-
estructurales, se simularon exitosamente los datos experimentales con un modelo que
contempla las interacciones en un triangulo isosceles el cual a su vez interactiia débilmente
a lo largo de una cadena en una dimension. Esta ltima interaccion fue tomada en cuenta a

través de la aproximacion de campo medio.

El Hamiltoniano de espin para las interacciones de tres centros paramagnéticos

colocados en un triangulo isosceles (Figura 4.2.15) puede escribirse de la siguiente forma:

H==J,(885,+58.-8,)=J,(S,"S,)
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Donde J, representa la constante de acoplamiento a través del puente hidroxido (i.e.
Cul-OH-Cu2), mientras que se asume que ambas interacciones a través de los puentes
imidazolato (i.e. Cul-biim-Cu3 y Cu2-biim-Cu3) son similares y estdn descritas por la

constante de acoplamiento J;.

Las energias de los diferentes estados son entonces:

E(S,8)==JS(S+1)—(J,—J,)S'(S'+1)
Con S’=S,+ S
lo cual, al usar la ecuacién de van Vleck,'™ nos lleva a la siguiente ecuacion para la

susceptibilidad magnética:

Donde y es la susceptibilidad magnética molar por unidad trinuclear, J; y J, son las
constantes de acoplamiento anteriormente descritas, g es la constante giromagnética, g es

el magneton de Bohr, N el nimero de Avogadro y kg la constante de Boltzmann.

Por una limitante en el nimero de pardmetros variables se considerd un mismo valor

de g para los tres iones de Cu(Il).

Después de incluir las interacciones entre las unidades trinucleares usando la
aproximacion de campo medio y de incluir un término para el paramagnetismo
independiente de la temperatura (TIP), la expresion resultante para ajustar los datos

experimentales es:
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— Ztri
xX= ) ] +TIP

El mejor conjunto de parametros obtenido fue: g =2.11(1), Ji/kg =—-260(10) K para
las interacciones Cul-biim-Cu3 y Cu2-biim-Cu3, Jy/kg =-335(5) K para la interaccion
Cul-OH-Cu2 y un valor de zJ/kg =—1.3(1) K correspondiente a la interaccion inter-[Cus].
El valor de J, es consistente con el valor esperado para un puente hidroxido y para el
ambiente de coordinacién de los nicleos Cul y Cu2.'°' Asi, mientras que a altas
temperaturas el comportamiento magnético de 4 estd dominado por la fuerte interaccion
antiferromagnética a través del puente hidroxido, a temperaturas menores a 55 K el
comportamiento de 4 puede describirse como un ensamble unidimensional de espines
S = acoplados antiferromagnéticamente. Para confirmar el comportamiento magnético de
cadena unidimensional de 4 se trazo la grafica de InyuT vs T en la cual se observa un
comportamiento lineal en el intervalo de temperaturas deseado (Figura 4.2.16),'” lo que

concuerda perfectamente con la estructura en hélices aisladas que presenta 4.

PRI NI T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

_16||

1 (KM

Figura 4.2.16. Grafica del Ln(yyT) vs 1/T del compuesto 4 en el intervalo de
temperaturas de 60 a 2K, en al cual se observa una variacion lineal indicando un

comportamiento de cadena unidimensional.
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4.3. Estudios en disolucion

4.3.1. Constantes de equilibrio

Uno de los factores principales, tanto en la sintesis de los compuestos polinucleares
(ver seccion 4.2) como en la actividad catalitica de éstos (ver seccion 4.3.3), es el grado de
acidez del medio, por lo que es primordial la determinacién de las distintas especies en
disolucion en funcion del pH. Para determinar las constantes de formacién de los complejos
(B) es indispensable conocer las constantes de acidez de los ligantes (K,), por lo que el
primer paso es determinar €éstas. Las constantes de equilibrio, normalmente expresadas en
su forma logaritmica (pK, y logB), fueron determinadas mediante titulaciones
potenciométricas en disolucion acuosa a 25 °C con una fuerza ionica constante de 0.1 M
(KNOs), usando como titulante NaOH 0.1 N. Los datos potenciométricos obtenidos fueron

ajustados con ayuda del programa Hyperquad 2003."'% !

4.3.1.1. Constantes de acidez (pK,s)

Como se menciond con anterioridad, estos ligantes exhiben una amplia gama de
sitios capaces de presentar reacciones acido-base. Con la finalidad de proponer un buen
modelo inicial al cual ajustar los datos obtenidos, es importante analizar cuidadosamente la
estructura de los ligantes. La Figura 4.3.1 muestra una representacion esquematica general
de los ligantes tetranucleantes en donde se aprecia que éstos contienen cuatro tipos de
grupos funcionales distintos. En primer lugar observamos la presencia de cuatro grupos
carboxilicos, asi como cuatro aminas secundarias, ambos derivados de los o-aminoacidos
empleados. Es bien conocido que los grupos carboxilicos de los o0 aminoacidos presentan
pKas cercanos a 2, mientras que las aminas secundarias & a un carboxilo presentan pK,s
alrededor de 9.''? Por otro lado, se observa la presencia de dos anillos imidazélicos. En los
imidazoles se presentan dos atomos de nitrogeno distintos. Uno de ellos se encuentra
desprotonado y es susceptible a la protonacion en un pH entre 4 y 6, mientras que el otro se

encuentra protonado y presenta normalmente un pK, mayor a 14."'? Cabe mencionar que

85



debido a los valores de pK, de las aminas y de los carboxilos, la forma eléctricamente
neutra serd la especie zwitteridnica, en la cual las aminas se encontrardn protonadas

mientras que los carboxilos estaran desprotonados.

o) :B Mo
3 N

+ — + -
"Q HL)_Q,Hz O;

R R o

Figura 4.3.1. Representacion esquematica general de los ligantes tetranucleantes

en su forma zwitterionica.

Para determinar las constantes de acidez de los ligantes, es necesario adicionar un
exceso de acido a la disolucion de éstos, con la finalidad de protonarlos al maximo, debido
a que los ligantes son aislados en su forma eléctricamente neutra (especie Hgl), es decir
con solo 6 de las 12 protonaciones probables (H;,L°"). Para ello, se agregaron los seis
equivalentes de 4cido restantes mas un equivalente de exceso, dando como resultado siete
equivalentes de 4cido afiadido. Dada la baja solubilidad en agua de algunos de los ligantes
sintetizados, s6lo fue posible determinar las constantes de acidez para los ligantes

HeAlabiim y HeValbiim.
En la Figura 4.3.2 se muestra una curva de titulacion tipica del ligante HgValbiim al

cual se le agregaron siete equivalentes de HNO; y ésta es comparada con las titulaciones de

siete y once equivalentes de estandar de HNO;.
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Equivalentes de NaOH

Figura 4.3.2. Curvas de titulacion experimentales. La curva negra (-LJF-)
corresponde a la titulacion de siete equivalentes de dcido libre, mientras que la curva roja
(- *-) corresponde a once equivalentes. La curva azul (- O-) corresponde a 1 equivalente
de ligante (HgsValbiim) mas siete equivalentes de dcido fuerte. Las titulaciones fueron

realizadas a 25 °C y una fuerza ionica 0.1 M (KNOj3). [HsValbiim] i = 1 mM.

Comparando la curva de titulacion de la disolucion del ligante que contiene 7
equivalentes de acido, con la curva del estandar de HNO; de 7 equivalentes, se observa que
estas dos curvas son practicamente iguales hasta el primer punto de equivalencia
(correspondiente a 7 equivalentes). Esta similitud entre ambas curvas implica una nula
interaccion entre el ligante y los protones adicionados, ya que éstos presentan un
comportamiento de acido libre como en el caso del HNO; solo. Ahora bien, si se compara
la curva de titulacion del ligante con la curva del estandar de 11 equivalentes, éstas son
practicamente iguales en la parte final de la titulacion, lo que implica que después de haber
titulado los 7 equivalentes de 4cido afiadido, se titulan 4 equivalentes mas, hasta llegar al

final de la titulacion.
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Con este sencillo analisis se puede proponer un modelo inicial el cual contemple la
pérdida sucesiva de 4 protones en el ligante. Es importante mencionar que esto es valido en
el intervalo de trabajo estudiado, el cual es de pH 2 a pH 12, y que los otros grupos tendran
un valor de pK, menor a 2 o mayor a 12 segun sea el caso. Este mismo analisis se realizd

con el ligante He¢Alabiim obteniendo resultados similares.

Después del tratamiento de los datos, fue posible determinar 4 valores de pK,, tanto
para el ligante HeAlabiim como para el ligante H¢Valbiim. Estos valores son enlistados en
la Tabla 4.3.1 y en la Figura 4.3.3 se presenta los diagramas de predominio de especies

obtenido con ellos.

Tabla 4.3.1. Valores de pKa determinados para los ligantes HsAlabiim y HgsValbiim
a 25 °Cy fuerza ionica 0.1 M (KNO3).

Equilibrio pr.
HeAlabiim HeValbiim
HeL S HsL + H' 7.06 +0.10 6.90 + 0.02
HsL S H, L +H 8.31 £ 0.09 7.66 + 0.02
H,L* S HsL + H 9.25 +0.08 9.10 + 0.01
H;L* S H,L* +H' 11.81 + 0.06 9.83 +0.01
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[H,Alabiim*] = 1.00 mM I=0.100 M

HgAlabiim

H,Alabiim*"

Fraction

2 4 6 8 10 12
pH t=25°C

[H,Valbiim*] = 1.00 mM I=0.100 M

| HgValbiim H,Valbiim?"

Fraction

t=25°C

Figura 4.3.3. Diagramas de predominio de especies para los ligantes HgsAlabiim
(arriba) y He¢Valbiim (abajo) con una concentracion total de ligante 1 mM a 25 °C y fuerza
ionica 0.1 M (KNOj3). [HgValbiim] 10 = 1 mM.
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Como ya se menciono con anterioridad, los valores de pK, de la desprotonacion del
grupo imidazol para formar un grupo imidazolato, suelen ser mayores a 14, por lo que no se
esperaba poder determinarlos en este estudio. De igual forma, no es sorprendente que los
valores de pK, para los grupos carboxilicos sean menores a 2, sin embargo se esperaba
determinar tanto los valores de pK, de las aminas como de la protonacion de los anillos
imidazodlicos, por lo que se esperaban seis valores. Esta imposibilidad de refinar pK,s
menores sugiere la existencia de fuertes puentes de hidrogeno intramoleculares, los cuales

imposibilitan posteriores protonaciones en el ligante.

Otro punto a destacar, es el hecho de que el ligante H¢Alabiim presenta valores de
pKa. mayores a los del ligante Hg¢Valbiim. De éstos destacan la primera y la tercera
protonacion, ya que la diferencia presentada entre ambos ligantes es cercana a 2 y 0.7
unidades, respectivamente, mientras que para el resto de los pK,s es menor a 0.2 unidades.
Esta diferencia puede deberse al menor caracter hidrofobico del ligante HeAlabiim, el cual
es un factor que se sabe influye en los aminoéacidos solos, en los que se observan
diferencias de 0.2 unidades y hasta de media unidad con aminoacidos mas hidrofébicos
como la fenilalanina,''* por lo que esta diferencia de dos unidades deberé ser ocasionada
por algun factor que englobe la estructura del ligante, como alguna conformacion

preferente.

4.3.1.2. Asignacion de las constantes de acidez

Los valores de pK, encontrados fueron asignados mediante un experimento de RMN
'H en funcion del pH. Este experimento se basa en los cambios observados en el
desplazamiento quimico de las sefiales cercanas a los grupos que presentan el intercambio
proténico. Cuando un grupo se trotona o desprotona, su ambiente electronico es modificado
y por consiguiente el de los grupos vecinos. Entre més cercanos se encuentren €stos, mayor
sera el cambio en el ambiente electronico y por tanto el cambio en el desplazamiento

quimico observado.
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Siguiendo esta logica, se esperaria observar un cambio idéntico en la sefal del
metileno y del carbono a si los 4 pK,s correspondieran a las protonaciones de las cuatro
aminas. Mientras que si la protonacion corresponde al anillo imidazolico solo se esperaria
cambio en la sefial del metileno en la zona de algiin pK,. En la Figura 4.3.4 se muestran los
cambios en los desplazamientos quimicos de cada una de las sefiales del ligante HgValbiim

en funcién del pH

p
N‘ - —' —
3.5 - & .X‘A Z—X§X_X:X :-
B \*\*N*\ \
3.0 *w\% N °N
= : K—fe—x *—%—% b — o
2.5+ N
g aH b
o H o
204 ©—0-0-o_ a’ c
1.5 5 ¢
1.0 4
7

Figura 4.3.4. Cambio en el desplazamiento quimico de las sefiales observadas en
"HRMN del ligante HgValbiim en funcién del pH. Las sefiales correspondientes a los
protones a, a’ y b muestran un mayor cambio en el desplazamiento quimico, indicando su

cercania al grupo que sufre el intercambio protonico.

Como puede observarse en la Figura 4.3.4, el cambio en las sefales de los protones
del metileno y del carbono « es igual (mismo comportamiento y magnitud) a lo largo de
todo el experimento. También es posible observar un cambio gradual en la sefial de los
protones del carbono B y de los metilos que se hace mas sutil conforme el grupo se aleja de
la amina. Este cambio no se podria observar de tratarse de una protonacion en el anillo

imidazolico por la lejania de estos grupos. Con base en esto, los cuatro valores de pK,
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pueden asignarse de manera inequivoca a las cuatro protonaciones de las aminas del

ligante.

Por otro lado, se observa que la sefial de los metilenos presenta un acoplamiento
AB, el cual aumenta al incrementar el pH, hasta llegar a un maximo por arriba del altimo
valor de pK, determinado. La Figura 4.3.5 muestra el cambio en la intensidad del
acoplamiento AB al variar el pH. La aparicion de este acoplamiento manifiesta una rigidez
en el sistema, haciendo que los dos protones dejen de ser indistinguibles. Esto apoya la
hipotesis de los puentes de hidrogeno intramoleculares, los cuales provocarian una rigidez

en el sistema por la formacion de un anillo (Figura 4.3.5) y asi, provocar la aparicion del

A

acoplamiento AB.
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Figura 4.3.5. Cambio en la magnitud del acoplamiento AB de los protones a y a’
del ligante HgValbiim al variar el pH, debida a la aparicion de puentes de hidrogeno al

aumentar el pH.
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4.3.1.3. Constantes de formacion (logf)

Una vez obtenidos los valores de pK, para los ligantes, es posible determinar las
constantes de formacion de los complejos (logP). Para ello, se realizd nuevamente un
estudio potenciométrico en el cual se disolvio el ligante, en su forma H¢L, en presencia de
cuatro equivalentes de Cu®" y siete equivalentes de HNOs. Los resultados de esta titulacion
se muestran en la Figura 4.3.6 y son comparados con los estandares de siete y once

equivalentes de HNOs y con la titulacion del ligante con siete equivalentes de acido.

12 9 —A—H_Valbiim + 7eq H' + 4eq Cu® ]
4 —O—H,Valbiim + 7eq H’
10 - = 7eq H* [m] g
—t—11eq H’
8
m]
s
6 -
7eq
4- pp
s
2 -1 """"““““‘ o= L T L T L T L T T T T ) L}

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Equivalentes de NaOH

Figura 4.3.6. Curvas de titulacion experimentales. La curva negra (-LJF-)
corresponde a la titulacion de siete equivalentes de dcido libre, mientras que la curva roja
(- *-) corresponde a once equivalentes. La curva azul (- O-) corresponde a 1 equivalente
de ligante (HsValbiim) mas siete equivalentes de acido fuerte mientras que la curva verde
(-4-) corresponde a la mezcla de un equivalente de ligante mds siete equivalentes de dcido
fuerte y 4 equivalentes de Cu(ll). Las titilaciones fueron realizadas a 25 °C y una fuerza

ionica 0.1 M (KNOj3). [HgValbiim] 100 = 1 mM y [Cu(1l)] o101 = 4 mM.
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Comparando las curvas de titulacion de HgValbiim en presencia y en ausencia de
Cu”" se observa un cambio drastico en el comportamiento de los 4 protones titulables del
ligante. Estos protones se vuelven acidos fuertes y ahora son titulados como écido libre.
Esto se corrobora al comparar la curva de titulacion del estandar de once equivalentes con
la del ligante en presencia de Cu®", las cuales son similares antes del primer punto de
equivalencia, lo que significa la titulacion de once equivalentes de acido libre, es decir
cuatro equivalentes mas que el acido afiadido. Este aumento tan radical en la acidez de los
protones del ligante, implica que las aminas se desprotonan para coordinarse a los iones

metalicos.

Ahora bien, si comparamos nuevamente la curva de titulacion de once equivalentes
de 4cido con la curva de HeValbiim en presencia de Cu®’, se aprecia que después del primer
punto de equivalencia es posible titular 4 equivalentes mas, hasta llegar al punto de
precipitacion (pp.), habiendo titulado asi, un total de 15 equivalentes de protones, lo que
significa 8 equivalentes en el complejo. Haciendo un andlisis algebraico de las cargas, es
facil comprender que la especie que aparece en el punto de precipitacion es una especie
eléctricamente neutra, con cuatro iones de Cu®" (ocho cargas positivas) y 8 pérdidas de

protones (ocho cargas negativas).

El ajuste y refinamiento de los datos permitié obtener cinco constantes de equilibrio,
correspondientes a cinco distintos estados de protonacion del complejo tetranuclear. A
continuacion se muestran los equilibrios correspondientes a la formacion de la especie
CusH,L*" y sus sucesivas desprotonaciones. Los valores de las constantes son enlistados en

la Tabla 4.3.2.

Cu,H,I*
ACU +HL S CuHLY =M

CuH,LY" 5 CuHL*+H' KO =
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CLHLY S Cul®+H' e [cu, 2 ][H"]

hay

Cwl? S CuwlLOH +H' K® =

O [ Cu,L(OH), || H* ]
* [Cu,LOH]

CuLOH" S CulL(OH), +H'

Tabla 4.3.2. Valores de constante de formacion (logf) e hidrdlisis (pKa)

determinados para los compuestos tetranucleares con los ligantes HsAlabiim y HgValbiim

a 25 °Cy fuerza ionica 0.1 M (KNO3).

p [CulH,L, ]
v e T[H] (L]
HeValbiim HeAlabiim
log Baz1 = 33.27+0.01 log a1 = 35.4640.02

log a1 =29.97+0.01 pK.""=13.30 log Bar = 31.3640.02 | pK."=4.09
log Bao1 = 25.46+0.02 pK,” =4.51 log Bao1 = 26.85£0.02 | pK.® =4.51
log Ba11 =20.61£0.02 | pK,"”) =4.85 log Bat1=21.2140.03 | pK.»' =5.64

log Baar = 15.5520.01 | pKa?=5.06 | logPsn =14.91% pK." = 6.30
0.03

| Cuj*H,L] _ | Cuj*HL |
e ) ” 7 [ed T mua]

13421 — I:CMTHL}[H] — k4
,3411 (ﬂm j - [Cuf+H2L] :5421 = Ka :5421

Si B, = entonces

KO :% 2> pk" =log B, —log B,
421
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El primer equilibrio presentado corresponde a la formacion de la especie CusHoL*,
en la cual el ligante contiene s6lo dos de los seis protones iniciales. Como ya se discutié
anteriormente, esta pérdida de protones obedece a un cambio en la acidez de las aminas
provocada por la presencia de los nucleos de Cu®’, favoreciendo su desprotonacion y
coordinandose asi a éstos. Los iones de Cu®" ademés de estar coordinados por las aminas,
estaran coordinados también por los grupos carboxilicos, y en dos de los casos, estaran

coordinados también por los nitrégenos del anillo imidazélico no protonados (Figura 4.3.7).

N
I <N | OH
AN 2+ \ NH2

Figura 4.3.7. Representacion esquematica del complejo tetranuclear de cobre,
Cu,H,L", formado en disolucion (izquierda). Dos de los iones metdlicos se encuentran en

un sitio tridentado equivalente a la histidina (derecha) y dos mas en un sitio bidentado.

Los valores del logP determinados para la formaciéon de los compuestos
tetranucleares con los ligantes HgAdlabiim y HeValbiim son de 33.27 y 35.46,
respectivamente. Estos valores son aparentemente muy grandes, pero hay que recordar que,
al ser constantes acumulativas, contemplan la formacion de cada uno de los cuatro sitios. Si
analizamos la especie Cu4H2L4+, es facil observar que estd constituida de dos sitos
dicoordinados y dos tricoordinados. En los sitos dicoordinados, los atomos de cobre se
encuentran enlazados solamente a los atomos de oxigeno y nitrogeno del residuo del
aminodcido, por lo que es de esperar que presenten valores similares a los de la formacion
de la especie Cu*"(aminoécido), los cuales son cercanos a 8 tanto para la alanina como para

la valina.""? Por otro lado, los sitios tricoordinados pueden aproximarse a la formacién de
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la especie Cu*(histidina), ya que la histidina es un a-aminoécido en el cual el residuo esta
constituido por un grupo metil imidazol y cuya constante de formacion es cercana a 10.''?
Sumando cada una de las cuatro constantes de equilibrio tenemos un logaritmo de la
constante global de 36, el cual es un valor cercano al obtenido para los compuestos
tetranucleares. La diferencia encontrada puede deberse a dos factores principalmente. El
primero de ellos es el hecho de que la histidina es un a-aminoacido con una amina primaria
y que el anillo imidazolico se encuentra enlazado al carbono o, mientras que en los ligantes
de este trabajo la amina es secundaria con el anillo imidazodlico unido a ella. En segundo
lugar, se tiene que las constantes de Cu’"(aminoécido) y Cu®’(histidina) contemplan un
equilibrio de formacion con una estequiometria 1 a 1, por los que los factores entropicos
son menores que en un equilibrio 1 a 4, y por lo tanto es de esperar valores de constantes de

formacion ligeramente menores en nuestro caso.

Las siguientes constantes de formacion contemplan la pérdida sucesiva de
equivalentes de protones en el complejo y se puede demostrar que la resta entre ellas se

puede expresar como un valor de pK, (ver Tabla 4.3.2).

Durante la determinacion de las constantes de acidez de los ligantes, se hablé de la
imposibilidad de determinar los valores de pK, de desprotonaciéon de los anillos
imidazolicos, dado el alto valor que presentan éstos. Pero al igual que los pK,s de las
aminas, en las cuales se observa una disminucion mayor a siete unidades, es bien sabido
que los pK,s de los anillos imidazdlicos llegan a disminuir hasta 10 unidades en presencia
de Cu>" ' para llegar a formar un puente imidazolato. Aunado a esto, la disposicion
espacial de los iones de Cu*' enla especie Cu4H2L4+, favorecera dicha desprotonacion en
ambos anillos para formar la especie CusL*" (Figura 4.3.8), al término de la segunda
desprotonacion del complejo (sexta global). Esta especie tendra cuatro sitios metalicos
equivalentes, cada uno coordinado a los 4tomos de nitrégeno y oxigeno del aminoacido y a

un atomo de nitrogeno del grupo imidazolato puente.
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Figura 4.3.8. Representacion esquematica del complejo tetranuclear de cobre,
Cuyl’", formado en disolucion. Los cuatro iones de Cu(ll) se encuentran coordinados en

sitios equivalentes debido a la formacion de dos puentes imidazolato.

Los siguientes dos valores de pK, pueden asignarse a la hidrélisis de dos moléculas
de agua coordinadas a los iones de Cu®’, para dar paso a la formacion de la especie
CusL(OH),, especie eléctricamente neutra, observada al final de la titulacion. Existen dos
posibilidades de la estructura de esta nueva especie. Una, en donde la hidrdlisis de las
moléculas de agua da paso a la formacion de grupos hidroxo terminales y otra en donde se
obtengan grupos hidroxo puente, u-OH (Figura 4.3.9). Si comparamos nuevamente los
valores reportados para la hidrolisis de una molécula de agua coordinada a la especie
Cu?**(histidina) (pK, = 8),'"* en la cual se obtiene un grupo OH- terminal, vemos que es
mayor al determinado en nuestro caso. Mientras que si comparamos los valores de pK,
obtenidos con los presentados por Torelli y colaboradores,” en los cuales se obtiene un
grupo UW-OH entre dos iones de cobre(Il), observamos que son de la misma magnitud
(pK, = 5). Esto nos permite asignar los tltimos valores de pK, a la formacion de dos grupos
U-OH en el complejo. Esta hipdtesis sera analizada con maés detalle al estudiar el

comportamiento magnético en disolucion (seccion 4.3.2.1).
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Figura 4.3.9. Representacion esquematica del complejo tetranuclear de cobre,

CuyL(OH),. Los cuatro iones de Cu(ll) se encuentran coordinados en sitios equivalentes

debido a la formacion de dos puentes hidroxido.

Con los valores de las constantes de equilibrio, tanto del ligante solo, como del

complejo tetranuclear, es posible obtener un diagrama de predomino de especies que se

muestra en la Figura 4.3.10. Es importante mencionar que a pesar de que no fue posible

determinar especies de menor nuclearidad, es posible que existan en proporciones muy

pequefias, lo cual imposibilita determinarlas en este experimento.
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I= 0.100 M
[HoAlabiim* ] opr = 1.00 mM [Cu®" ] op = 4.00 mM

Cu,H,Alabiim*"

CuyAlabiim(OH),

CuyAlabiim?2*

A labiimfOH), I+

Fraction

pH t= 25°C

I= 0.100 M
[HyValbiim* ] o = 1.00 mM [Cu®>l.op = 4.00 mM

e CuyValbiim(OH),

Cu,H,Valbiim**

CuyHValbiim3™*

Fraction

pH t= 25°C

Figura 4.3.10. Interconversion debida al pH de los distintos grados de hidrolisis de
los complejos tetranucleares con los ligantes HgsAlabiim (arriba) y HsValbiim (abajo) y sus
diagramas de predominio de especies. Los diagramas se encuentran realizados a 25 °C y

fuerza ionica 0.1 M (KNO3). [HsValbiim] o100 = 1 mM y [Cu(Il)] 1p1a1 = 4 mM.
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En el diagrama de predominio de especies se observa que a valores de pH bajos

. . 4+ ., . . .
coexiste la especie CusH,L" con una proporcion de cobre no coordinado el cual disminuye
hasta desaparecer por completo en un pH cercano a 5. También se observa un claro

predominio de la especie CusL(OH), por arriba de pH = 6.5

Finalmente, cabe destacar que la aparicion de las especies con el ligante HeValbiim

se observa a valores menores de pH en comparacion con el ligante HeAlabiim.
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4.3.2.Estudios magnéticos

Desde antafio son conocidas algunas sustancias que presentan propiedades
magnéticas, como la magnetita, pero es hasta 1845 cuando Michael Faraday clasifica por
primera vez a la materia segun sus propiedades magnéticas, en sustancias diamagnéticas y
paramagnéticas, y no es sino hasta muchos afios después, que este fendmeno puede ser
entendido en términos de la estructura electronica. Hoy en dia, con el desarrollo de las
diversas teorias en este campo, el estudio de las propiedades magnéticas de las sustancias

nos provee de informacion muy valiosa a nivel electronico y estructural.

Una de las técnicas de andlisis mas usadas para estudiar las sustancias
paramagnéticas es la resonancia paramagnética electronica (EPR, por sus siglas en inglés).
Como resultado de sus espines, los electrones no apareados se comportan como magnetos y
se alinean entre ellos de manera paralela o antiparalela a un campo magnético externo
aplicado. Estas dos formas de alineamiento tienen energias ligeramente diferentes, y la
transicion de un nivel a otro puede ser inducida y detectada, aplicando una energia de
resonancia en forma de radiacién electromagnética. Un electron desapareado que no se
encuentra expuesto a interaccionar con otros electrones desapareados o con un ntcleo
magnético presenta una absorcion Unica para esta transicion. Sin embargo, en muchos de
los compuestos de coordinacion, los patrones de resonancia suelen ser mas complejos. Una
de las ventajas que presenta la resonancia paramagnética electronica es que puede realizarse
tanto en muestras so6lidas como en disoluciones, a diferentes temperaturas, incluyendo
disoluciones congeladas. La técnica de EPR es sumamente sensible. Con ésta es posible

estudiar muestras con concentraciones cercanas a 107> M.!!3

4.3.2.1. EPR en disolucion congelada

Con la finalidad de obtener mayor informacion de la estructura de las especies en
disolucion, se realizaron experimentos de resonancia paramagnética electronica de los

complejos en funcion de la acidez del medio. La EPR emplea radiacion electromagnética en
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la frecuencia de las microondas, frecuencia que es altamente absorbida por disolventes muy
polares, provocando por un lado el calentamiento de las muestras y por otro, la pérdida de
sensibilidad en el equipo. Aunado a esto, es necesario que los disolventes seleccionados, al
ser congelados, formen estructuras poco ordenadas, comunmente llamadas vidrios, y no
arreglos altamente cristalinos. Es por esto que el uso de disolventes como el agua dificulta
los estudios de EPR. En la busqueda de un equilibrio entre la polaridad del disolvente y la
solubilidad de los complejos en éste, se eligio el MeOH como disolvente para realizar los
experimentos de EPR. No obstante, el cambio a disolventes no acuosos conlleva la
imposibilidad del uso del pH como medida de la acidez del medio. Es por esto que en los
experimentos realizados se emplean equivalentes de base agregada como una medida de la

acidez.

Los estudios de EPR se realizaron en disoluciéon metanolica congelada a 77 K,
partiendo de la especie formada in sifu con una concentracion 2.5 mM. Los complejos
formados in situ fueron sintetizados simplemente agregando un equivalente de ligante a
cuatro equivalentes de Cu(BF,),. Distintas disoluciones del complejo fueron adicionadas
con base (BusNOH), desde cero hasta siete equivalentes, y posteriormente fueron aforadas
a un mismo volumen para garantizar la misma concentracion a lo largo de todo el
experimento. Debido a que la concentracion usada en estos experimentos es mucho menor a
la empleada en la sintesis, no se observa precipitacion sino hasta llegar a 7.5 equivalentes
de base. Nuevamente, por razones de solubilidad de los compuestos, se usaron sélo dos de

los ligantes sintetizados; i.e. H¢Valbiim y HeLeubiim.

Los espectros de EPR para ambos complejos formados in situ muestran, a simple
vista, los patrones clasicos de un espectro axial con un acoplamiento hiperfino con un
nucleo de espin 3/2, y un valor de g, >g, , consistente con un ion de cobre(Il) con una
geometria Dgy, (octaedro distorsionado tetragonalmente por elongacion). Los pardmetros Ay,
g, y g1 coinciden con los esperados para un ion de cobre(Il) en un ambiente
hexacoordinado por 4tomos de oxigeno, como es el caso de un ion de cobre(Il) solvatado
[Cu(MeOH)s]*". No obstante, al comparar los espectros de los complejos con el de la sal de

cobre libre se observan sefiales adicionales que se encuentran traslapadas (Figura 4.3.11).
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Este traslape de senales se puede entender claramente al observar el diagrama de
predominio de especies para el complejo con el ligante H¢Valbiim (Figura 4.3.10,
Seccion 4.3.1.3), en el cual se observa la coexistencia de la especie Cu4H2L4+ con iones de
Cu”" libre. A pesar de que en EPR no existe, como en otras espectroscopias, un parametro
equivalente al coeficiente de absortividad molar, es posible que la intensidad de las senales
de los iones de cobre libre sea mayor que las del cobre coordinado, debido a la presencia de
acoplamientos antiferromagnéticos presentes en los complejos. Aunado a esto, el cambio en
las concentraciones usadas en este experimento modifica el diagrama de predominio de
especies incrementando la proporcion de cobre libre cuando la acidez del medio es mayor,
por lo que las sefiales de [Cu(MeOH)s]*" seran de mayor intensidad que las de las especies

de CuqH, L™,

----- [Cu(MeOH) 1
- - - [Cu,(H, Valbiim)]*
—— [Cu,(H,Leubiim)]" o
I ' I ' I ' I : ' I
2400 2600 2800 3000 3200
Field (G)

Figura 4.3.11. Espectros de EPR en banda X de [Cuu(H,Valbiim)]’" (en rojo),
[Cuy(H>Leubiim)]** (en verde) 2.5 mM y [Cu(MeOH)s]*" (en negro) 10 mM en disolucion
metanolica congelada a 77 K. La senial marcada como (*) corresponde al radical 1,1 -

difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) usado como referencia (g = 2.0036).

Con la finalidad de detectar con mayor claridad las sefiales de las especies CugH, L™

se realizd un nuevo experimento variando la proporcion ligante:cobre(Il) (Figura 4.3.12).
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Por razones de solubilidad del ligante so6lo es posible empezar de una proporcion 1:2;
ligante:cobre. En el espectro para la proporcion 1:2 se aprecian claramente dos patrones de
sefiales, uno que concuerda con [Cu(MeOH)s]*" y otro con una especie de cobre(Il) en un

ambiente nitrogenado.

Al incrementar la proporcion de cobre se observa un aumento en todas las sefiales
pero en mayor proporcion para las de cobre(Il) libre, hasta llegar a los espectros descritos
anteriormente para las especies formadas in situ. Con este experimento se puede concluir

que las sefiales de las especies CusH,L"" se encuentran traslapadas con las de
[Cu(MeOH)q]*".

I M I M I M I M I M 1
2250 2500 2750 3000 3250 3500
Field (G)

Figura 4.3.12. Espectros de EPR en banda X del ligante HsValbiim (2.5 mM) en

presencia de distintas proporciones de Cu(ll) en disolucion metandlica congelada a 77 K.

(*) DPPH.

Como se menciono anteriormente, se prepararon disoluciones de los complejos con
distinta cantidad de base, manteniendo la concentraciéon del complejo constante. Los
espectros de EPR de estas disoluciones se muestran en la Figura 4.3.13 y en ella se observa

una disminucion gradual de todas las sefales al incrementar la cantidad de base usada,
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obteniendo una disminucion casi completa al alcanzar 7 equivalentes de BusNOH
agregados. A lo largo de todo el experimento no hay aparicion de sefiales en campo medio

(AMs = 2).

T v T T T T Y i !
2250 2500 2750 3000 3250
Field (G)

Figura 4.3.13. Espectros de EPR en banda X de [Cuy(Valbiim)] (2.5 mM) en
disolucion metandlica congelada a 77 K en funcion de la cantidad de NBu,OH ariadida. La
primera linea corresponde al espectro de la disolucion de 4Cu:HgValbiim y los

subsiguientes a las adiciones de 0.5 equivalentes de base hasta alcanzar 7 equivalentes. (*)

DPPH.

La disminucion de la sefial se debe a la formacion de un grupo que funcione como
puente magnético entre los iones metalicos y no sélo al incremento de la basicidad de la
disolucion. Esto se corrobora al comparar el comportamiento entre la sal de cobre libre y
los complejos al agregarles base. En la Figura 4.3.14 se compara el espectro del Cu(BF,);
con los espectros de los complejos, cada uno con tres equivalentes de BusyNOH, y se
observa una disminucion significativa de la sefial solo en el caso de los complejos, lo que
implica que la disminucién es debida a un cambio estructural en los compuestos y no sélo
en el ion de cobre(Il) libre por el incremento en la basicidad del medio. La comparacion de
los espectros solo puede ser hecha hasta tres equivalentes de base, ya que en ausencia de

ligante el cobre precipita al agregar mas base.
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- [Cu(MeOH)J**  +3.0eqBu,NOH
- = [Cu,(H,Valbiim)]" +3.0 eq Bu,NOH
—— [Cu,(H,Leubiim)]* + 3.0 eq Bu,NOH

T T T T T T T T T
2400 2600 2800 3000 3200

Field (mT)

Figura 4.3.14. Espectros de EPR en banda X de [Cuu(H,Valbiim)]*" (en rojo),
[Cuy(H>Leubiim)]** (en verde) 2.5 mM y [Cu(MeOH)s]*" (en negro) 10 mM con tres
equivalentes de NBu,OH en disolucion metandlica congelada a 77 K. (*) DPPH.

Analizando nuevamente las estructuras propuestas en la Seccion 4.3.1.3, se
observan dos posibilidades para este puente magnético. Por un lado, la estructura propuesta
para la especie CusL>" presenta la formacion de dos puentes imidazolato entre los iones
metalicos (Figura 4.3.15, izquierda), mientras que la estructura propuesta para la especie
CuyL(u-OH),, ademas de presentar dos puentes imidazolato, presenta también dos puentes

hidroxo (Figura 4.3.15, derecha).

Figura 4.3.15. Representacion esquemadtica de los puentes imidazolato (izquierda)

e hidroxo (derecha) en los complejos tetranucleares.
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Es bien sabido que ambos puentes son capaces de favorecer los acoplamientos
antiferromagnéticos entre dos iones de cobre(Il) y que con los puentes W-OH son mas
fuertes.'” "7 En la literatura se encuentran informadas constantes de acoplamiento
antiferromagnético de J=-40cm™ para compuestos con puentes imidazolato,'”” mientras
que se informan constantes de acoplamiento mayores a J =-400cm™ para compuestos con
puentes u—OH.101 Con estos valores se esperaria observar, a 77 K, una sefial ancha y poco
definida para la especie puenteada por un grupo imidazolato, mientras que se esperaria un

espectro silencioso para una especie puenteada por OH".

Para esclarecer cudl de los dos puentes formados en disolucion es responsable del
acoplamiento observado, se utiliz6 un ligante anteriormente sintetizado en nuestro grupo de
trabajo. El ligante H3Alameim es un derivado de L-alanina y 2-metilimidazol.”* *® Con este
ligante se obtienen compuestos dinucleares de Cu®” en dos distintos modos de
coordinaciéon. En medios 4acidos, aloja a un ion de cobre(Il) tricoordinado y uno
dicoordinado (Figura 4.3.16, izquierda), presentando una estructura analoga a la propuesta
para la especie CusH,L*", mientras que al aumentar la basicidad del medio, es capaz de
formar un puente imidazolato, coordinando a los dos iones de cobre(Il) en ambientes
tricoordinados (Figura 4.3.16, derecha), analogos a los observados en la especie CusL*".

Por razones estructurales del ligante, éste no es capaz de formar puentes hidroxo

intramoleculares.
CHs CHs3
Solv SOIV
(o] H3C HN \N~\ rlszow \‘ 2+<—‘N- \N~~"‘C’/2+
~~cu“* ,Cu . e
—_— !~ 7 \\ N L
/ SNAC
o \H HN 0 Q NH HN o
2+
‘C‘l\j H3C o 0 CHs H3C o

/ \
Solv Solv

Figura 4.3.16. Representacion esquemdtica de las posibilidades de coordinacion
del ligante H;Alameim en funcion de la acidez del medio. En medios dcidos se observa una
estructura abierta (izquierda) y en medios basicos se observa la formacion de un puente

imidazolato (derecha).
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Al realizar nuevamente el experimento de EPR usando ahora el ligante H3Alameim
se obtienen los resultados presentados en la Figura 4.3.17. Con este ligante no se observo
precipitacion al llegar a la equivalencia, lo que permite agregar un exceso de base,

favoreciendo asi, la formacion del puente imidazolato.

A=167.3G
g//: 2.296

A=108.6 G

LLLL

AJ_=1 275G

T T T d T d T v !
2250 2500 2750 3000 3250
Field (G)

Figura 4.3.17. Espectros de EPR en banda X de [CuAlameim] (5 mM) en
disolucion metandlica congelada a 77 K en funcion de la cantidad de NBu,OH aradida. El

espectro de mayor intensidad corresponde a la disolucion de 2Cu:Hsz;Alameim y los

subsiguientes a las adiciones de 1, 2, 3 y 6 equivalentes de NBu,OH. (*) DPPH.

Analizando la especie formada in situ, se observa nuevamente la coexistencia de
[Cu(MeOH)s]*" con la especie Cu,HAlameim”". Los parametros A;, Ay, g, v g, de la
especie Cu,HAlameim®" concuerdan con los esperados para un ion de cobre(Il) en un
ambiente nitrogenado. Este espectro muestra claramente un acoplamiento superhiperfino
debido a la interaccion del electron desapareado con el nicleo de los 4tomos de nitrogeno.
Al ir agregando base, se observa una disminucion gradual de las sefiales hasta llegar a un
espectro que presenta una sefial ancha y poco definida caracteristica de un puente
imidazolato. A pesar de la disminucion significativa de las sefiales, no se observa la

formacion de una especie silenciosa.
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De los resultados obtenidos en este experimento se concluye que los sistemas son
capaces de formar puentes imidazolato y que éstos a su vez, no son el Unico tipo de puente
magnético responsable de la formacion de las especies silenciosas en los compuestos
tetranucleares. Esto implica que la aparicion de las especies silenciosas se debera entonces
a la formacion de puentes que provoquen un mayor acoplamiento entre los nucleos

metalicos, es decir la formacidn de puentes hidroxo.

Regresando nuevamente a la Figura 4.3.13 existe otro comportamiento que llama la
atencion. La disminucion de las sefiales siempre es gradual y homogénea. A lo largo de
toda la titulacion no hay un cambio aparente en la intensidad relativa de las sefiales, al
contrario de lo que se esperaria, ya que al favorecer la formacion de las especies
coordinadas se esperaria un aumento de sus sefiales para luego disminuir por la formacién

de las especies silenciosas. Este comportamiento se puede explicar de la manera siguiente.

En diagrama de predominio de especies (Figura 4.3.10, Seccion 4.3.1.3) se observa
que la especie [Cus(Valbiim)]*" (s6lo puentes imidazolato) nunca tiene un claro
predominio, ya que coexiste con [Cuy(Valbiim)(u-OH)]" y [Cus(Valbiim)(u-OH),]. Ademas
hay que recordar que los valores de las constantes de formacioén fueron determinados en
agua mientras que los espectros de EPR fueron realizados en metanol. El cambio a este
nuevo disolvente favorece que las especies hidroxiladas se formen a valores de pH menor.
Esta tendencia a formar complejos mas estables al cambiar disolventes fue estudiada por
Kilic y Dogan.""*""” Los autores informan una tendencia de los o-aminoé4cidos a formar
complejos més estables con iones metalicos divalentes en mezcla EtOH-agua (40:60) que
en agua.'’ Por lo tanto, es de esperar que las constantes de formacién en nuestros
compuestos aumenten al usar MeOH y que la formacién de los puentes imidazolato e

hidroxo se dé concertadamente.
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4.3.3 Estudios de la actividad catalitica

A lo largo de las ultimas décadas, una gran variedad de compuestos de cobre han
sido empleados como modelos en el estudio de las propiedades cataliticas de la enzima

catecoloxidasa.> > 6204 66 71

U821 g1 interés de esta reaccidon radica, no so6lo en la
comprension del mecanismo de accion de la enzima, sino también en la importancia
comercial de obtener catalizadores capaces de oxidar sustratos orgdnicos, usando como

oxidante oxigeno molecular.

En los estudios cataliticos de oxidacion de catecoles, el 3,5-di-tert-butilcatecol

122,123

(H,DTBC) es ampliamente usado como sustrato modelo (Figura 4.3.18). Esto se debe

a que sus sustituyentes voluminosos disminuyen su reactividad, haciendo que las reacciones

de oxidacion subsecuentes, como la apertura del anillo, sean muy lentas.®> "

OH . (0]
Catalizador
+ 1/2 O2 _— + H20

OH (o)

Figura 4.3.18. Representacion esquematica de la reaccion de oxidacion del H,DTBC.

La formacién de la 3,5-di-tert-butil-o-benzoquinona (DTBQ), que se obtiene como
producto de la oxidacion, es facil de evaluar espectrofotométricamente ya que presenta una
banda de absorcion caracteristica alrededor de 400 nm (gy = 1300 M'lem™! en MeCN/H;0;
1:1y 1650 M'em™ en MeOH/H,0; 1:1 a 407 nm).*’

En la evaluaciéon de la actividad catalitica de nuestros compuestos de cobre(Il) se
us6 el método de velocidades iniciales, siguiendo por espectroscopia de UV-Vis la
aparicion de la DTBQ en funcion del tiempo en los primeros instantes de reaccion. Un
comportamiento lineal en una grafica de concentracion de DTBQ vs. tiempo (Figura 4.3.19)
corrobora que se estdn midiendo velocidades iniciales, y asi, la pendiente corresponderd a

la velocidad inicial (vg). Una de las ventajas que ofrece este método es que durante los
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primeros instantes del proceso la cantidad de producto formado es muy pequeia y la
reaccion inversa puede ser considerada despreciable, lo cual permite el uso de ecuaciones

simples en el célculo de las constantes cinéticas.

_ 1 407 nm
0.7 0.65 - g //
0.6 - 1 '
1 0.60 JZ1/'2(
=) 0.5 - — )Z'/
=z | 2 0.55 /Q/
9 04- s ] ,
2 ] e A
5 £ 0.50 =
5 034 2 i E/D/
[]
[7] o [7]
2 8 045 ,
0.2 < -
J 1 ’ /Zf
01 4 0.40 - Z/ﬁ
1 1
0.0 T T T T T T T T T 1 0.35 T T T d L. T 1 1
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Figura 4.3.19. Incremento en la seinial de la DTBQ con respecto al tiempo

(&)= 1300 M em™ en MeCN/H,0; 1:1y 1650 M em™ en MeOH/H,O; 1:1 a 400 nm).

4.3.3.1 Dependencia de la velocidad en la concentracion del

catalizador

El efecto de la concentracion del catalizador en la actividad catalitica es importante
para conocer el orden de reaccion con respecto a éste. Para ello, se mantienen fijos tanto el
pH como la concentracion de sustrato. El experimento se evaludé a una concentracién de
sustrato constante de [H,DTBC] = 20 mM. El intervalo de concentraciones de catalizador
estudiado fue de [CusL] = 50 a 300 uM. De esta manera, se asegur6 mantener siempre un
exceso en la concentracion de sustrato, lo que permite afirmar que la formacion de
cualquier intermediario no alterara considerablemente la concentracion de éste, y asi, poder
considerarla como una constante en los calculos. Este andlisis se realiz6 a un valor de

pH = 7.5 debido a que es el pH de comparacion con los sistemas del grupo de trabajo. En
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todos los casos, las disoluciones de los compuestos tetranucleares fueron preparados in situ
agregando cuatro equivalentes de un estandar de Cu(NOs), a un equivalente del ligante en

su forman neutra, HeL.

En la Figura 4.3.20 se muestra la grafica de vy vs [Cusl] para los complejos
tetranucleares de Cu(Il) con los ligantes H¢Alabiim, He¢Valbiim, HeFenbiim y HeMetbiim a
pH=7.5

2.2
1 O HEPES
2.0 O Cu,Alabiim
J A Cu,Valbiim
1.7 - VvV Cu,Fenbiim
i < Cu,Metbiim
£ 1.5 5
E -
>Q
1.2 -
1.0 -
|
) ' ) ' ) ' ) ' ) ' ) ' ) ' ) d
0 50 100 150 200 250 300 350

[Cu,L] (uM)

Figura 4.3.20. Grdfica de vy vs [CuyL] para los complejos tetranucleares. En todos

. . .7 . 2
los casos se obtiene un coeficiente de correlacion lineal (¥°) mayor a 0.99.

Como se aprecia en la figura anterior, en todos los casos se obtiene una relacion
lineal de la velocidad con respecto a la concentracion del catalizador. Esto indica que la
reaccion con respecto al catalizador es de pseudo-primer orden, ya que la concentracion de
sustrato se mantuvo constante, por lo tanto la ley de velocidad es V' = k[ Cat]. En esta
grafica, la pendiente equivale a k,»; con una ordenada al origen igual a cero, donde el valor
de cero no corresponde al cero algebraico, sino al valor de la velocidad sin catalizador, es
decir la actividad del medio. Cabe mencionar que el pseudo-primer orden con respecto al
catalizador es un requerimiento en el uso del modelo enzimdtico de Henri-Michaelis-

Menten.'**
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Todos los compuestos exhiben comportamientos lineales y es posible observar una
pequetia diferencia en las pendientes. Los complejos con los ligantes HeAlabiim y
HeValbiim presentan pendientes ligeramente mayores que en los complejos con los ligantes
HeMetbiim y HeFenbiim. La diferencia estructural de estos ligantes radica en el residuo del
aminoacido, siendo menos hidrofobico en los ligantes HeAlabiim y HeValbiim. Es posible
que esta diferencia en hidrofobia sea la causa de la diferencia en la actividad catalitica, ya
que podria haber una configuracion preferida para minimizar las interacciones con el
medio, lo que disminuiria la flexibilidad del ligante, que es un factor importante en el

intercambio de Cu(Il)/Cu(I) y Cu(I)/Cu(Il).

4.3.3.2 Dependencia de la velocidad en el pH

Como ya se menciono, el pH es uno de los factores predominantes en la actividad
catalitica, ya que éste induce cambios estructurales en la esfera de coordinacién del metal.
Ademas, fue necesario realizar el estudio de la actividad catalitica en funcion del pH para

conocer el valor de éste al cual se obtiene una actividad maxima.

Con la finalidad de obtener resultados comparables con otros sistemas previamente
descritos, los estudios se realizaron en la mezcla MeCN/H,O, 1:1. En esta mezcla, el
H,DTBC tiene una solubilidad relativamente baja por lo que la concentracidon maxima
alcanzada es 20 mM. Para mantener un exceso en la concentracion de sustrato ([H,DTBC])
con respecto a la concentracion de catalizador (J[Cu4Li]), la concentracion de los complejos
se fijo en 150 uM. Ambas concentraciones se mantuvieron constantes a lo largo de este
experimento. Este estudio se realizo con los ligantes HgValbiim y HeMetbiim, ya que estos
ligantes representan cada una de las tendencias observadas en el experimento de variacion

de la concentracion del catalizador.
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El pH se ajusté utilizando uno de los siguientes amortiguadores no coordinantes a

Cu(I)'® con una concentraciéon 0.1 M en celda:

» MES Acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico
(pK, =6.15) en el intervalo de pH de 5.5 a 6.5

> HEPES Acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N"(2-etanosulfonico)
(pK, =7.55) en el intervalo de pH de 7.0 a 8.0

» TRIS Tris(hidroximetil)aminometano

(pK, = 8.3) en el intervalo de pH de 8.52a 9.5

El la figura 4.3.21 se presenta la grafica de vy vs pH para la reaccion de oxidacion

del H,DTBC en presencia y en ausencia de catalizador.

12 -

Amortiguadores
Cu,Valbiim
Cu, Metbiim

10 S

oo

v, (1Ms™)

T T T T T T T T
50 55 60 65 70 75 80 85 9.0 95 10.0
pH

Figura 4.3.21. Curvas de vy vs pH para los complejos tetranucleares. Los puntos en

negro representan los valores de actividad del medio sin catalizador.
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Como puede apreciarse en la grafica anterior, la velocidad de reaccion aumenta al
incrementar el pH del medio en el intervalo de 7.5 a 9.0 en las pruebas con catalizador.
También se observa un aumento en la actividad en el experimento en donde no se usé
catalizador debido a una catalisis basica. Sin embargo, el aumento de la velocidad es mayor
cuando se emplea alguno de los catalizadores, obteniendo la mayor diferencia entre los
experimentos con y sin catalizador a pH = 8.5, el cual es, por lo tanto, el pH de maxima

actividad.

El incremento en la actividad, en el caso de usar alguno de los complejos, coincide
con la aparicion de las especies hidroxiladas. Este comportamiento concuerda con lo
observado por Belle y colaboradores.” En su trabajo, observan la formacion de dos tipos de
grupos hidroxido (puente y terminales) al incrementar el pH. Al realizar la evaluacion
catalitica de sus compuestos, determinan que las especies con grupos (-OH son las tnicas
en presentar actividad catalitica. En nuestros ligantes, la disposicion espacial de los 4&tomos
de Cu(Il) promueve la formacion de estos grupos pU-OH al incrementar el pH del medio,

llevando a la formacion de especies activas y asi, a un amento en la actividad catalitica.

Es necesario mencionar que la diferencia en la actividad observada entre los
complejos con los dos tipos de ligantes con distinta hidrofobia en el experimento de vy vs
[Cusl] (Figura 4.3.20), es aproximadamente de dos ordenes de magnitud menor que la
diferencia observada en este experimento. Esto implica que el cambio estructural en estos
ligantes, que se manifiesta como una interaccion con el medio, no es un factor que
determine su actividad, a diferencia del cambio en entorno de coordinacion de los sitios

metalicos, provocado por el cambio en el pH.

4.3.3.3 Dependencia de la velocidad en la concentracion del sustrato
La catalisis enzimdtica se caracteriza por presentar un efecto de saturacion. En un

principio, a concentraciones relativamente bajas de sustrato, la dependencia de la reaccion

con respecto a la concentracion de sustrato es de primer orden y a cierta concentracion esta
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dependencia deja de ser lineal, hasta el punto de ser practicamente independiente de ella.
En los sistemas vivos, este comportamiento es usado en complejas estrategias de

autorregulacion.

Usualmente, la actividad catalitica de las enzimas es evaluada utilizando el modelo
de Henri, Michaelis y Menten, quienes propusieron un modelo simple para explicar la
mayoria de las reacciones catalizadas por enzimas. Este modelo se desarroll6 para el caso
de una reaccion en la que s6lo hay un sustrato y en ¢l se plantea que el catalizador (Cat) se
combina reversiblemente con el sustrato (Sust) para formar el complejo catalizador-sustrato
(CatSust), que posteriormente da lugar a la formacion del producto (P) y la regeneracion

del catalizador.

k k
Cat + Sust «—* CatSust —» Cat + P
k>

Donde k;, k, y k; son constantes cinéticas (constantes de velocidad de reaccion).
De acuerdo con lo anterior, se puede afirmar que:

v1 = ky [Cat] [Sust]
vy = ky [CatSust]
v = k3 [CatSust]

En el modelo de Henri-Michaelis-Menten la velocidad de reacciéon debe ser
evaluada en los primeros instantes, es decir, medir velocidades iniciales (v,). La razon de lo
anterior es que en ese momento la concentracion del producto que se ha acumulado es muy
pequeiia y, por lo tanto, la reaccidn en el sentido inverso puede ser despreciada. También se
asume la hipodtesis del estado estacionario, en la cual la concentracion del complejo
catalizador-sustrato no cambia con el tiempo, lo que significa que las velocidades de

formacion y descomposicion de CatSust son iguales. Por lo que:

V1=V2+V3
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Bajo estos supuestos, la velocidad de formacion del producto puede considerarse
constante y puede representarse en términos de la concentracion de sustrato usando la

expresion mas conocida de la ecuacion de Henri-Michaelis-Menten:

_ Vux [Sust]
K, +[Sust]

0

Donde, Kj es conocida como la constante de Michaelis y esta definida por las

constantes cinéticas de acuerdo a la relacion siguiente:

K — (k2 + k3)
M kl
Vmax €S la velocidad maxima alcanzada cuando todo el catalizador se encuentra

unido al sustrato:

Vmax = k3 [Cat]

total

y donde, a su vez, k; es conocida como numero de recambio o constante catalitica

(kcat) .

Las cinéticas que siguen un comportamiento de Michaelis-Menten presentan, en una
grafica de vy vs [Sustrato], una tendencia hiperbolica debido al efecto de saturacion. En esta
grafica, V., corresponde al valor maximo al cual tiende la curva y Kj, a la concentracion

del sustrato a la cual se alcanza la mitad de V., (Figura 4.3.22).
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Figura 4.3.22. Tendencia de un sistema que sigue un comportamiento de Michaelis-

Menten.

Tanto Kj, como k., son pardmetros cinéticos que estan relacionados directamente
con la eficiencia catalitica. Dada su definicion, Ky, puede interpretarse como una medida
inversa de la afinidad del catalizador por el sustrato. Valores pequefios de K, reflejan una
alta afinidad de la enzima por el sustrato, mientras que valores grandes implican un

complejo Catalizador-Sustrato inestable.

Por otro lado, la constante catalitica, k.4, representa la capacidad de la enzima para
llevar a cabo la transformacion de sustrato a producto. Se expresa como la cantidad maxima
de moles de producto que pueden transformarse por mol de catalizador (o sitio activo) por

unidad de tiempo. El valor de ésta se determina a partir del valor de V.., ya que

%

max

- [Catalizador]wtal

cat

Dado que ambos pardmetros, Ky y k., definen caracteristicas diferentes del

sistema, no es apropiado basarse s6lo en uno de ellos para comparar la eficiencia de dos
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sistemas. Asi, el cociente k../Ky es un parametro de la eficiencia catalitica cominmente
empleado para comparar la actividad de diferentes catalizadores frente a un mismo sustrato

en el mismo medio.

La determinacion de los pardmetros cinéticos solo se realizd para los compuestos
con los ligantes HeValbiim y HeMetbiim. Estos ligantes fueron seleccionados como
representantes de los dos tipos de comportamientos observados en el estudio de vy vs
[CuyL] (ver seccion 4.3.3.1). Recordemos que en estos experimentos los complejos con los
ligantes Hg¢Valbiim y HeAlabiim presentan un comportamiento similar y mas activo que los
compuestos con los ligantes HeMetbiim y HeFenbiim, que presentan un comportamiento

similar entre si.

La dependencia de la velocidad con respecto a la concentracion del sustrato se
determin6 manteniendo constante la concentracion del catalizador en 150 uM y variando la
concentracion del H,DTBC desde 6 mM hasta 20 mM, por lo que se mantiene un exceso
del sustrato durante todo el experimento. El experimento se realizd a dos valores de pH
diferentes: pH = 7.5 (pH de comparacion) y pH = 8.5 (pH 6ptimo). Los resultados se

presentan en la Figura 4.3.23.
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[0 Cu,Valbiim pH=8.5
O Cu,Metbiim pH=8.5
A CuValbiim pH=75
V Cu, Metbiim pH=7.5
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Figura 4.3.23. Curvas de velocidad vy vs [HDTBC] para los complejos
tetranucleares con los ligantes HgValbiim y HsMetbiim a pH = 7.5 y 8.5 en mezcla
MeCN/H,O; 1:1. [Cuyl] = 150 uM. Las lineas representan los ajustes no lineales con la
ecuacion de Michaelis-Menten (v = (Vyax ™)/ (Kytx)).

En todos los caso se observa un efecto de saturacion por lo que se puede emplear el

modelo de Henri-Michaelis-Menten en el calculo de los pardmetros cinéticos.

La ecuacion de Michaelis-Menten puede transformarse algebraicamente a formas
mas utiles para la determinacion de pardmetros cinéticos. Una de estas expresiones se
obtiene simplemente tomando el doble reciproco (1/vy vs 1/[Sust]). Esta expresion es

conocida como representacion de Lineweaver-Burk.

1_ 1 (K ) !
VO Vmax Vmax [SuSt]O
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Cuando se grafica el inverso de la velocidad (1/vy) contra el inverso de la

concentracion de substrato (1/[Sust]), se obtiene una linea recta, en la cual:

»  Lapendiente es Ky/Vipax
» Laabscisa en el origen es -1/K),

» Laordenada en el origen es 1/V,4y

Esta representacion tiene la ventaja de que permite una determinacién mucho mas
exacta del valor de V,..x, ya que en la representacion simple, vy vs [Sustrato], s6lo se obtiene
un valor aproximado puesto que V. €s un valor limite a una concentracion del sustrato

infinita.

En la figura 4.3.24 se muestra la grafica de Lineweaver-Burk para la reaccion

catalizada por los compuestos tetranucleares.

1.2x10° 1
1.1x10° -
1.0x10° -
9.0x10° 4
5
o 8.0x10" O Cu,Valbiim pH=7.5
> 7.0x10° - O  Cu,Metbiim pH= 7.5
x A Cu,Valbiim pH=8.5
6.0x10" V Cu,Metbiim pH= 8.5
5.0x10° ==
1.5x10° ,
1.0x105.-||-|-|-|-|'|'|'
20 40 60 80 100 120 140 160 180
1/[H,DTBC]

Figura 4.3.24. Grafica de Lineweaver-Burk para los complejos tetranucleares.

124



Con los datos de la regresion lineal de estas graficas es posible conocer los valores

de kear, Kty Vinax V kear /K. Estos valores se presentan en la Tabla 4.3.3.

Tabla 4.3.3. Valores de los parametros cinéticos ke, Kut, Vinax V kea/ Ky 0btenidos
para la reaccion de oxidacion del H,DTBC a 25 °C en MeCN/H,O; 1:1. Los valores estan

expresados por mol de complejo.

. VMax KM kcat kcar/ KM
Catalizador pH [uMs'] [mM] [s] M's]
[Cuy(Valbiim)] 7.5 12.0 12.6 0.08 6.3
[Cuy(Metbiim)] 7.5 8.8 8.2 0.06 7.2
[Cuy(Valbiim)] 8.5 46.6 5.9 0.29 49.6
[Cuy(Metbiim)] 8.5 42.8 6.1 0.28 46.8

Los valores de los parametros obtenidos pueden ser comparados en funcion de la
velocidad de reaccion, la afinidad del catalizador por el sustrato, la transformacion de

sustrato a producto y, finalmente, de la eficiencia catalitica.

En cuanto a la velocidad de reaccion se puede observar que el compuesto con el
ligante H¢Valbiim realiza la transformacion mas rapido en ambos valores de pH, y que
ambos complejos aumentan su V,, al aumentar la basicidad. Esto concuerda con la

aparicion de las especies hidroxiladas (pK.® y pK.?) al aumentar el pH.

Dado que el valor de k., es directamente proporcional al de V,,,, la tendencia es la
misma. El complejo con el ligante H¢Valbiim presenta valores de k., mayores que los del

complejo con HeMetbiim y éstos a su vez aumentan al incrementar el pH del medio.

Al comparar los valores de K), se puede observar que éstos disminuyen al aumentar
el pH. Recordemos que una disminucion en el valor de K, implica un aumento en la
afinidad de catalizador por el sustrato. En estos complejos, es claro que la formacion del
puente OH dispondr4 a los sitios de cobre en una geometria 6ptima para la coordinacion del
sustrato, por lo que la formacioén del puente u-OH promoverd la formacion del complejo

catalizador-sustrato. Por lo tanto, a valores de pH bajos, es decir, cuando el complejo no
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presenta puentes OH y los nucleos de cobre(Il) no se encuentran cercanos (Figura 4.3.25,
izquierda), la afinidad hacia el sustrato serd menor que en el caso de los complejos en los
cuales se ha formado el puente OH (Figura 4.3.25, derecha), el cual dispondra los nticleos

metélicos de manera adecuada para la coordinacion del sustrato.
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Figura 4.3.25. Representacion esquemdtica de dos tipos de coordinacion en los
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compuestos tetranucleares. (izquierda) Coordinacion sin formacion de puente OH y

(derecha) coordinacion con formacion de puente OH.

Ahora, si comparamos los valores entre ambos complejos, a pH = 7.5 el complejo
con He¢Metbiim muestra una mayor afinidad por el sustrato mientras que a pH = 8.5 las
afinidades son practicamente iguales, siendo ligeramente mayor en el caso del compuesto

con Hg¢Valbiim. Este comportamiento puede deberse a dos razones:

Por un lado, el pK, de formacion del puente OH puede ser ligeramente mas bajo en
el caso del complejo con Metbiim que con Valbiim, como sucede en los aminoacidos solos,
donde los pK,s de la metionina son ligeramente menores que en el caso de la valina.''* 12
Esta ligera diferencia de acidez provocaria la formacion de una pequena cantidad del p-OH
a pH = 7.5 con H¢Metbiim, lo que explicaria la mayor afinidad. Posteriormente, a pH = 8.5
ambos complejos presentarian el puente n-OH, por lo que las afinidades de ambos serian

similares ya que los sitios activos son iguales en ambos complejos.

Finalmente, si se compara el cociente k./Ky podemos observar que ambos

complejos presentan una mayor eficiencia catalitica a pH = 8.5 que a pH = 7.5 y que a un
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mismo valor de pH ambos ligantes presentan un valor similar de eficiencia catalitica,
siendo ligeramente mayor para [Cug(Metbiim)] a pH = 7.5 y mayor para [Cuy(Valbiim)] a
pH = 8.5.

4.3.3.4 Efecto del disolvente en la actividad catalitica

Aunado al pH, el cambio de disolvente es un factor de gran importancia en las
reacciones quimicas. La correcta eleccion del disolvente conlleva un aumento en la
eficiencia catalitica de los sistemas. Por esta razon los parametros cinéticos fueron
determinados también en mezcla MeOH/H,0; 1:1, el cual es un medio de reaccion usado
por algunos grupos de trabajo. Debido a que los pardmetros cinéticos obtenidos en
MeCN/H,0 de ambos complejos estudiados son similares, este estudio se realiz6 s6lo para

uno de ellos, i.e. [Cuy(Valbiim)].

La dependencia de la velocidad con respecto a la concentracion del sustrato se
determin6 manteniendo constante la concentracion del catalizador en 12.5 UM vy variando la
concentracion del H,DTBC desde 0.16 mM hasta 8 mM. Las concentraciones en este
medio son menores que las usadas en MeCN/H,O ya que la solubilidad del sustrato es
menor. El experimento se realizd en un intervalo de pH entre 6.5 y 8.5. Los resultados se
presentan en la Figura 4.3.26 y los valores de los parametros cinéticos se enlistan en la

Tabla 2.
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Figura 4.3.26. Curvas de velocidad vy vs. [H,DTBC] para el complejo tetranuclear
con el ligante HgValbiim en el intervalo de pH de 6.5 a 8.5 en mezcla MeOH/H>O; 1:1.
[Cuy(Valbiim)] = 12.5 uM. Las lineas representan los ajustes no lineales con la ecuacion

de Michaelis-Menten (y = (Viax *x)/(Kyt+x)).

Tabla 4.3.3. Valores de los parametros cinéticos keq, Ky, Vinax V kea/ K. 0btenidos
para la reaccion de oxidacion del H,DTBC a 25 °C en MeOH/H,O; 1:1, por el compuesto

[Cuy(Valbiim)]. Los valores estin expresados por mol de complejo.
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H VMax KM kcat kc'at/ KM
P [uMs™] [mM] [s"] [M's]
6.5 — — — 0.5
7.0 — — — 1.2
7.5 — — — 2.5
8.0 1.9 18.9 0.15 8.1
8.5 4.9 3.09 0.39 127.2




Debido a la baja actividad presentada en este medio a pH menor de 8.0 no es posible
ajustar satisfactoriamente los datos para determinar los valores individuales de Ky, y Viax (Y
por lo tanto de k.,) sin embargo se puede obtener el valor del cociente k..,/Ky. A partir de
pH 8.0, los datos obtenidos pueden ajustase con el modelo de Michaelis-Menten obteniendo

un coeficiente de correlacion mayor a 0.99.

Al igual que en MeCN/H,O0, los valores de la eficiencia catalitica, k..,/K)s, aumentan
al aumentar el pH y se observa un aumento dramatico al cambiar de pH 8.0 a 8.5,

observando un cambio mayor al 1500 % en el valor de la eficiencia catalitica.

Al comparar los valores de k., obtenidos en ambas mezclas, observamos valores
ligeramente mayores en MeOH/H,O los cuales aumentan al incrementar el pH. Este
incremento es semejante al observado en la mezcla MeCN/H,0. Ahora bien, al comparar
los valores Kj;, éstos disminuyen al incrementar el pH del medio al igual que en
MeCN/H;O lo que habla de una mayor afinidad del complejo hacia el sustrato al
incrementar la basicidad en ambos medios. Sin embargo, la disminucion del valor de Ky, es
mayor en MeOH/H,O que en MeCN/H,O siendo éste el factor predominante del

incremento en el cociente k../Ky.

La diferencia observada en el valor de K, al cambiar de medio se debe
probablemente a la estabilidad de especies de Cu(l) en MeCN lo que dificulta la
regeneracion del catalizador de Cu(Il). Aunado a esto, existe la posibilidad de formar
especies coordinantes a Cu(I) en el ciclo catalitico, como pueden ser las especies radicales
semiquinona, lo que aumentaria igualmente la estabilidad de las especies de Cu(I). Un

estudio mas detallado sobre este tema es presentado por Gonzalez L.’
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4.3.3.5 Comparacion con sistemas reportados

El primer analisis que se puede realizar es comparar los valores de eficiencia
catalitica de los compuestos reportados anteriormente en el grupo de trabajo con los
presentados en esta tesis. Recordemos que las condiciones seleccionadas para dicha
comparacion son MeCN/H,0; 1:1 a pH = 7.5. Al realizar esta comparacion observamos que
los compuestos tetranucleares Cusl. presentan valores de k../K); mayores que los

reportados para los sistemas abiertos’ y cerrados’*® (Figura 4.3.27).

kca/lKM 57 B Tetranucleares
(M's”) 4- : Cerrados
3- _ N Abiertos

Figura 4.3.27. Comparacion de los valores de eficiencia catalitica entre los
sistemas abiertos, cerrados y tetranucleares obtenidos en mezcla MeCN/H,O a pH 7.5 a

25 °C. Los valores de eficiencia catalitica estan presentados por mol de complejo.
Como puede observarse en la grafica anterior, los compuestos con los ligantes

abiertos presentan practicamente la mitad de la eficiencia catalitica observada con los

ligantes cerrados y éstos a su vez, la mitad de los complejos tetranucleares.
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Dado que las condiciones experimentales son exactamente las mismas, es posible
comparar los valores de k.. y Ky por separado (Figura 4.3.28). Al comparar los valores de
k.qs observamos que los complejos tetranucleares presentan valores mucho mayores a los
presentados por los otros dos sistemas, lo que habla de una mejor capacidad de los sistemas

tetranucleares para transformar el sustrato a producto.

Por otro lado, al comparar los valores de K, observamos que son similares a los de
los sistemas abiertos y un poco mayores que los presentados por los sistemas cerrados.
Esto hablaria de una menor afinidad hacia el sustrato, sin embargo, es necesario recordar
que el valor de K, esta definido como el cociente de tres constantes, entre ellas k., de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

(k2 +kcat)
M kl

Por ello, un aumento dramético en el valor de k.., aumentara el valor de K, a pesar
de que exista un aumento en el valor de k;. Por lo anterior, la pequefia diferencia observada
en el valor de Kj; no implica necesariamente una disminucion de la afinidad hacia el

sustrato.
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Figura 4.3.28. Comparacion de los valores de constante catalitica (k.q, arriba) y de
constante de Michaelis (Ky, abajo) obtenidos para los sistemas abiertos, cerrados y
tetranucleares en mezcla MeCN/H>O a pH 7.5 a 25 °C. Los valores de constante catalitica

estdan presentados por mol de complejo.

Es necesario mencionar que los valores de los parametros cinéticos de los tres
sistemas estan calculados por unidad de catalizador, y no por unidad de cobre(Il), por lo
que en los compuestos tetranucleares se encontrara el doble de los sitios activos que en los

otros dos sistemas. Siendo k., el parametro que depende de la concentracion del catalizador
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de manera inversa, se obtendrian valores de la mitad de la intensidad, pero al ser estos
valores mayores al doble de la intensidad de los otros dos sistemas, seguirian siendo

mayores a éstos y por lo tanto el analisis realizado seguira siendo valido.

Otro punto importante a destacar, es la similitud estructural entre los ligantes
tetranucleantes y los ligantes de tipo abierto. Con ellos se obtienen compuestos
isoestructurales (ver Figuras 4.3.7 y 4.3.16) a valores de pH bajos, en donde la diferencia
radica en que los compuestos con los ligantes tetranucleantes son aproximadamente un
dimero de los compuestos con los ligantes abiertos. Sin embargo, al analizar los valores de
ket y Ky obtenidos para ambos sistemas, queda de manifiesto la importancia de la cercania
del otro par de 4&tomos de cobre(Il) en los sistemas tetranucleares, ya que los valores de k..

son mayores al doble en estos compuestos.

De igual forma, es importante mencionar la diferencia estructural entre los
complejos con los ligantes cerrados y los ligantes abiertos (similares a los ligantes
tetranucleantes). En los complejos con los ligantes cerrados encontramos dos sitios
tricoordinados idénticos, equivalentes al sitio tricoordinado en los complejos con los
ligantes abiertos. En estos sitios el &tomo de cobre(Il) se encuentra coordinado a un grupo
imidazol. Este grupo es importante ya que al ser un ligante aceptor © aumentara la dureza
relativa del los iones de Cu(Il) favoreciendo asi la coordinacion por ligantes duros, como es
el caso del DTBC”. Asi, la mayor afinidad por el sustrato que presentan los complejos
cerrados puede atribuirse a que sus dos sitios metalicos incluyen en su esfera de
coordinacién al grupo imidazol, mientras que los complejos con ligantes abiertos y

tetranucleantes s6lo presentan esta caracteristica en la mitad de sus sitios de Cu(II).

Por otro lado, es posible comparar los valores de los pardmetros cinéticos en
MeCN/H;0; 1:1 a pH=38.5, para los complejos con los ligantes tetranucleantes y los
ligantes cerrados.’™ °" *® Como se puede apreciar en la Figura 4.3.29, los valores de la
eficiencia catalitica de los complejos CusL son ligeramente mayores a los obtenidos con los

ligantes cerrados por mol de complejo.
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y S
S

Figura 4.3.29. Comparacion de los valores de eficiencia catalitica entre los
sistemas cerrados y tetranucleares obtenidos en mezcla MeCN/H,0 a pH 8.5 a 25 °C. Los

valores de eficiencia catalitica estan presentados por mol de complejo.

Al comparar nuevamente los valores de k., y Ky por separado (Figura 4.3.30)
observamos que el parametro k., es quien contribuye mayoritariamente al cociente k.,/Kyy,

siendo ahora la diferencia mucho mayor que a pH 7.5.
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Figura 4.3.30. Comparacion de los valores de constante catalitica (k.q, arriba) y de
constante de Michaelis (Ky, abajo) obtenidos para los sistemas cerrados y tetranucleares
en mezcla MeCN/H,O a pH 8.5 a 25 °C. Los valores de constante catalitica estan

presentados por mol de complejo.

Finalmente, al comparar los valores obtenidos de eficiencia catalitica de nuestros
compuestos con algunos ejemplos encontrados en la literatura,” > 626+ 66 71. 118-121. 128, 129
observamos que nuestros compuestos presentan valores intermedios entre los informados

(Figura 4.3.31).
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Figura 4.3.31. Comparacion de los valores de eficiencia catalitica (k../Ky) entre
los sistemas los nuevos sistemas tetranucleares y algunos ejemplos reportados en la
literatura bajo las condiciones optimas de cada sistema. Los valores de eficiencia

catalitica estan presentados por mol de complejo.

Al analizar la estructura de los complejos Cusl, observamos que estos sistemas
presentan dificultad para adoptar distintas geometrias por la rigidez del grupo bisimidazol
debido a la aromaticidad de éste. Esta rigidez provoca a su vez una disminucién en la
estabilidad de la especie de Cu(I), debido a la dificultad del sistema para adoptar una

geometria tetraédrica caracteristica de este ion.

Cuando se examinan las estructuras de los complejos con un valor de eficiencia
catalitica sobresaliente, observamos que en la mayoria de los casos, éstos presentan

sistemas con una alta flexibilidad. Esta caracteristica estructural debe de ser tomada en

cuenta en el desarrollo de nuevos sistemas miméticos.
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S. Conclusiones y
perspectivas

5.1. Conclusiones

Por medio de la reaccion de Mannich en medio bésico, es posible realizar una
amino-metilacion de los anillos imidazoélicos en el 2,2’-bisimidazol por la condensacion de
formaldehido y aminoécidos. Dicha condensacion se realiza en cada una de las posiciones

libres en el Biim, dando como resultado un nuevo sistema de ligantes.

Los ligantes sintetizados en este trabajo contienen seis protones en su forma
eléctricamente neutra (H¢L), la cual corresponde a la especie zwitterionica. En las
condiciones de trabajo, s6lo es posible determinar cuatro de las doce protonaciones
probables. Por medio de estudios de RMN 'H se demostré que los sitios protonables en los
ligantes corresponden a las cuatro aminas presentes en ellos, las cuales presentan valores de
pKa ente 7 y 12. Los grupos carboxilicos en el ligante muestran valores de pK, muy
pequefios y por lo tanto se encuentran desprotonados en disoluciéon acuosa. Los grupos
imidazolicos en ausencia de ion metalico no presentan protonacion (formacioén de grupo
imidazolio) o desprotonacion (formacion de grupo imidazolato) en las condiciones de

trabajo.

Este nuevo sistema de ligantes es capaz de formar complejos polinucleares con
cobre(Il). En disolucion acuosa se ve favorecida la formacion de complejos tetranucleares
con valores de constantes de formacion altos, mostrando asi una gran afinidad hacia los
iones Cu(Il), mientras que las especies de menor nuclearidad son casi imperceptibles en

disolucion.
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Al someter a estos ligantes a bajas concentraciones de cobre(Il) es posible obtener
sistemas de menor nuclearidad. Estos sistemas se estabilizan en estado sé6lido, con una
proporcion de seis atomos de cobre(Il) por dos moléculas de ligante presentando puentes

p-OH e imidazolato entre los iones metalicos.

Los sistemas tetranucleares exhiben distintas estructuras en disolucion acuosa. En
medio 4cido estos sistemas presentan una estructura similar a la de los complejos abiertos,
en la cual dos de los iones metélicos se encuentran tricoordinados mientras que los dos
restantes se encuentran dicoordinados por el ligante. El aumento en la basicidad del medio
favorece la formacion de grupos puente en los complejos llevando a la formacion de grupos
imidazolato puente y posteriormente a la formacion de grupos hidroxo puente. Los valores

de pK, obtenidos para estos sistemas concuerdan con los reportados en la literatura.

En disolucion metanolica los valores de pK, disminuyen y la aparicion de los grupos

puente se da de manera concertada.

La presencia de los grupos imidazolato e hidroxo puente provocan un fuerte
acoplamiento antiferromagnético entre los iones de cobre(Il), siendo mayor el acoplamiento
provocado por los puentes I-OH. Este acoplamiento magnético se observa tanto en estado

s6lido como en disolucidn.

Los sistemas tetranucleares presentan actividad catalitica en la reaccion de
oxidacion del 3,5-di-tert-butilcatecol, empleando como oxidante, oxigeno molecular. Esta

actividad se ve afectada por diversos factores.

El aumento en la basicidad del medio conlleva a un aumento en la actividad
catalitica de los sistemas lo cual coincide con la formacion de grupos puente entre los iones
metalicos. Este incremento es aproximadamente dos ordenes de magnitud mayor al
observado por el cambio en la hidrofobia del residuo del aminoécido, revelando que los
cambios en la esfera de coordinacion de los iones de Cu(Il) son mas importantes que las

interacciones hidrofobicas con el medio.
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La actividad catalitica de estos sistemas en mezcla MeOH/H,O es mayor que en
mezcla MeCN/H,0O. Esta diferencia puede atribuirse a la estabilizacion que sufren las
especies de Cu(l) en acetonitrilo, lo que dificulta la regeneracion del catalizador de

cobre(II).

Estos sistemas presentan dificultad para adoptar distintas geometrias por la rigidez
del grupo bisimidazol debido a la aromaticidad de éste. Esta rigidez provoca a su vez una
disminucién en la estabilidad de las especies de Cu(I), induciendo la descoordinacion del

ion metalico y consecuentemente una disminucion de la actividad catalitica.

5.2. Perspectivas

Con base en los resultados obtenidos, se proponen las siguientes recomendaciones

para el desarrollo de nuevos sistemas biomiméticos de la enzima catecol oxidasa:

Estos sistemas son altamente solubles lo que dificulta en gran medida su
aislamiento, esto es probablemente debido a la alta carga eléctrica que presentan.
Trabajando con sistemas de menor nuclearidad, como pueden ser sistemas dinucleares, la
carga total del complejo disminuiria, facilitando asi su aislamiento. De igual forma se

recomienda trabajar con sistemas que no sean zwitterionicos para facilitar su aislamiento.

El disefio de nuevos ligantes debe de contemplar sitios tricoordinados para cada
atomo de cobre y que la disposicion de estos sitios favorezca la formacion de grupos p-OH
entre los nucleos metalicos, ya que esta caracteristica estructural incrementa la actividad

catalitica de los complejos.
Se recomienda sintetizar ligantes con una mayor proporcién de grupos aceptores T,

como son los grupos imidazol o pirazol, para aumentar la dureza relativa de los iones de

Cu(II) favoreciendo asi la coordinacién por el DTBC™".
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Es recomendable aumentar el tamano del anillo quelato a seis miembros para
facilitar el intercambio de Cu(II)/Cu(]) sin que se presente una posible descoordinacion del
16n metalico. Con el mismo propdsito, es aconsejable cambiar la distribucion de los d&tomos

donadores de un ligante “lineal” a un ligante tipo tripodal.
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6. Seccion experimental

En el presente capitulo se describen los reactivos, la preparacion de muestras y los
equipos empleados en la caracterizacion, asi como la descripcion detallada de las sintesis

realizadas.

6.1. Reactivos

En la sintesis y caracterizacion de los compuestos presentados en esta tesis y en su

analisis posterior se utilizaron los siguientes reactivos:

Carbonato de amonio, (NH4)>,CO3, 99 %, Aldrich.

Glioxal bisulfito de sodio, [-CH(OH)SOsNa],, 99 %, Aldrich.
Etilenglicol, HOCH,CH,0H, 99 %, Aldrich.

Carbon activado, Aldrich.

Formaldehido, 37.5 % en H,O, Mallinckrodt.

L-alanina, 99 %, Aldrich.

L-valina, 99 %, Aldrich.

L-metionina, 99 %, Aldrich.

L-fenilalanina, 99 %, Aldrich.

Hidroxido de sodio, 98 %, Aldrich.

Hidréxido de potasio, 85 %, Aldrich.

Hidréxido de amonio, 25.0-30.0 % como NHj3, Aldrich.
Hidréxido de tetrabutil amonio, BuyNOH, 1M en MeOH, Aldrich.
Acido acético glacial, 98 %, J.T. Baker.

Acido perclérico, 70 %, Mallinckrodt.
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Acido clorhidrico, 37.7 % J.T. Baker.

Acido nitrico, 62.5 %, J.T. Baker.

Acetona, 99.5 %, Aldrich.

Metanol, 99.8 %, Aldrich.

Etanol, 99.5 %, Aldrich.

2-Propanol, 99.5 %, Aldrich.

Metanol grado espectroscépico, 99.9 %, Aldrich.

Acetonitrilo grado espectroscopico, 99.5 %, Aldrich.

Nitrato de cobre, Cu(NO3), * 2.5H,0, 99 %, Aldrich.

Acetato de cobre, Cu(CH3COO),, 98 %, Aldrich.

Cloruro de cobre, CuCly, 99.8 %, Aldrich.

Perclorato de cobre, Cu(ClOy); * 6 H,0, 98 %, Aldrich.

Carbonato basico de cobre, Cu,CO3(OH),, 98 %, Aldrich.

Tetrafluoroborato de cobre, Cu(BF4), * 6H,0, 12-22 % de cobre(1I), Aldrich.

Agua deuterada, D,0, 99.9 %, Aldrich.

Acido clorhidrico deuterado, DCI, 20 % en D,0 al 99 %, Aldrich.

Hidroxido de sodio deuterado, NaOD, 40 % en D,0 al 99 %, Aldrich.

Biftalato de potasio, 99.95-100 %, Aldrich.

Bromuro de Potasio, grado espectroscopico, Aldrich.

Nitrato de potasio, KNOs, 99 % Aldrich.

MES, Acido (2-[N-morfolino]etanosulfénico), 99.5 %, Sigma.

HEPES, Acido (N-[2-hidroxietil]piperazina-N"[2-etanosulfénico], 99.5 %,
Sigma.

TRIS, (Tris(hidroximetil)aminometano, 99.5 %, Sigma.

3,5-Di-tert-butilcatecol, H,DTBC, 99 %, Aldrich.

3,5-Di-tert-butil-o-benzoquinona, DTBQ, 99 %, Aldrich.
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6.2. Equipos

A continuacion se mencionan los equipos empleados en este trabajo para cada una

de las técnicas descritas:

Los analisis elementales presentados en esta tesis se obtuvieron en un analizador
elemental Fisions EA modelo 1108 de la Unidad de Servicios y Apoyo a la Investigacion

(USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM.

Los analisis termogravimétricos se realizaron en un termoanalizador Mattler
Toledo con modulos TGA/SDTAS851e usando para el analisis el programa STARe V8.4
(USAI).

Los espectros de infrarrojo Mid-IR se obtuvieron en un espectrofotometro Perkin
Elmer FTIR 1600 (USAI) y Nicolet Avatar FT-IR en pastilla de KBr operando en el
intervalo de 4000 a 400 cm’.

Los espectros de resonancia magnética nuclear se obtuvieron en un espectrometro
VARIAN Unity Inova (USAI) operando a 300.2 MHz para 'H y a 75.3 MHz para Be y en
un espectrometro VARIAN Unity Inova operando a 200 MHz de la Universidad de

Guanajuato a 25 °C.

Los espectros de masas se obtuvieron por la técnica de FAB', utilizando un
espectrometro de masas de alta resolucion JEOL JMS-5X 102 A acoplado a un

cromatografo de gases (USAI).
La susceptibilidad magnética de los compuestos se determind por medio del

método de Goiiy en una balanza magnética Jonson Matthey-Auto para muestra solida de la

Facultad de Quimica, UNAM.
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Los analisis de absorcion atémica se realizaron en un equipo GCV 932AA de la

Facultad de Quimica, UNAM.

Los espectros de reflectancia difusa se colectaron en un espectrofotdmetro

VARIAN Cary 5E UV-Vis-NIR.

Los espectros electronicos UV-Vis se obtuvieron usando un espectrofotometro
Hewlett Packard Agilent 8452-A de arreglo de diodos operando en el intervalo de 190 a
1100 nm en una celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico. Adicionalmente, se utilizdé un
equipo “Stopped-flow” de Applied Photophysics SX .18MV con un monocromador pbp
Spectra Kinetics 05-109.

Los espectros de resonancia paramagnética electréonica en disolucion congelada
se obtuvieron en un espectrofotdometro JEOL RE2X operando en frecuencias de banda-X a
77 K, usando DPPH (g = 2.0036) como estandar de la Universidad de Leiden, Holanda. Los
espectros de EPR en soélido fueron obtenidos en un equipo Bruker FA-300 (USAI)
operando en banda-X a 77 K.

Las mediciones de difraccion de rayos X se realizaron usando una radiacion de
sincrotrén monocromada Si(111) (A =0.69110 A) y un difractometro Bruker APEX II CCD
empleando los procedimientos y programas usuales para una estacion 9.8 de Daresbury
SRS." Los datos de intensidad se procesaron usando SAINT v7.06a."*! La estructura se

resolvio usando métodos directos con la paqueteria del programa SHELXTL."?% %3

La medicion de la susceptibilidad magnética en funcion de la temperatura para
el compuesto 4 se determind en el intervalo de temperaturas de 2-350 K en un
magnetometro Quantum Design MPMS-7XL SQUID, y un campo aplicado de 0.05 a 7 T.
Los datos fueron corregidos por la contribucion del contenedor de la muestra determinada
experimentalmente. La contribucion diamagnética del compuesto fue estimada usando las

constantes de Pascal.'®
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Las titulaciones potenciométricas realizadas para obtener los valores de las
constantes de acidez y las constantes de formacion se obtuvieron en un titulador automatico

Titrino 702 SM en una celda de 25 mL termostatada a 25 °C bajo atmoésfera de nitrogeno.

6.3. Sintesis

Preparacion de 2,2’-Bisimidazol (H,Biim)

De acuerdo al procedimiento publicado,'** se mantiene a reflujo una suspension de
glioxal bisulfito de sodio (50 g) y de (NH4),CO; (10 g) en 250 mL de NH4OH concentrado
por 2 h con agitacion constante. Durante ese tiempo el glioxal bisulfito se disuelve, la
disolucion cambia de incolora a café¢ oscuro, y se forman agujas del producto de color
canela. El producto crudo se colecta por filtracion y se lava con agua y acetona (2.5 g, 44 %
basado en el glioxal). El producto se disuelve en 150 mL de etilenglicol en ebullicién y se
decolora con 1 g de carbon activado. El filtrado se enfria en bafio de hielo y el producto
cristaliza como agujas blancas que son lavadas con agua y acetona (rendimiento 2 g, 35 %).
'H RMN (300.2 MHz, D,O/DCI pD=1, TMS): §7.5 (s, H-Ar). Anal. Elem. Cal para
CeHgN4: C, 53.72 %; H, 4.51 %; N, 41.77 %. Encontrado: C, 53.88 %; H, 4.50 %; N,
41.81 %. PM = 134.14 g/mol

Ligante HyAlameim AcO « H,0

El ligante se sintetizo de acuerdo al procedimiento previamente descrito’®. Se
disuelven en 60 mL de agua, 3.56 g (40 mmol) de L-alanina y 1.642 g (20 mmol) de
2-metilimidazol. A esta disolucion se le agregan, gota a gota y en agitacion constante,
4.8 mL (60 mmol) de una disolucion al 37 % de formaldehido diluidos en 40 mL de agua.
La disolucion resultante se ajusta a pH =12.5, por adicién de una disolucion de KOH
concentrada. La mezcla de reaccion se deja en agitacion a 55 °C por 24 h, después del cual

se ajusta el pH a 5.7 por adicion de acido acético glacial. La disolucion se lleva a una cuarta
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parte de su volumen inicial (ca. 25 mL) y se deja reposar por dos dias. El producto aislado
se filtra y lava con etanol frio y se seca con vacio, obteniendo un polvo blanco estable al

aire y a la humedad.

HsAlameimAcO + H,O (3.189 g, rendimiento del 44 9%). Anal. Elem. Cal para
Ci14Ho4N4Og ¢ HyO: C, 46.40 %; H, 7.23 %; N, 15.46 %. Encontrado: C, 47.13 %; H,
7.09 %; N, 15.9 %. (PM = 362.39 g/mol)

Ligante HeAlabiim

En la sintesis del ligante H¢Alabiim, se disolvieron 5.31 g (60 mmol) de L-alanina
en 120 mL de agua y se le agregaron, gota a gota, 7.2 mL (90 mmol, un exceso del 50 %)
de formaldehido al 37.5 %, disuelto en 30 mL agua. Esta mezcla se ajust6 a un pH de 12.5
con KOH y posteriormente se le agregaron 2 g (15 mmol) de H,Biim. El resultado es una
suspension, que al dejar en agitacion a 55 °C por 12 h, se obtiene una disolucion amarillenta
palida. Esta disolucion se deja agitando a temperatura ambiente por 2 dias mas y se obtiene
una disolucién con una tonalidad naranja tenue la cual presenta un ligero decremento en el
valor de pH inicial, lo que concuerda con la desprotonacion del H,Biim por la
aminometilacion. Después del tiempo de reaccion, esta disolucion se lleva a un pH de 7.5
por adicion de 4acido acético glacial. En el proceso de neutralizacion, se observa la
desaparicion casi total de la coloracion quedando un remanente de color amarillo. Una vez
alcanzado el valor de pH deseado, la disolucion se concentra a una cuarta parte del volumen
inicial (~ 40 mL), empleando un rotavapor. El precipitado obtenido se filtra y las aguas
madres se enfrian y filtran nuevamente. El producto obtenido se purifica con tres lavados

sucesivos con poca agua fria y metanol obteniendo un polvo blanco estable al aire y a la

humedad.
HeAlabiim (2.3 g, rendimiento del 23 %). '"H RMN (300.2 MHz, D,O/DCI pD = 1,

TMS): § 4.24 (s, 2H, Biim-CH,-N); 8 4.04 (c, J = 7.5 Hz, 1H, o-CH); & 1.38 (d, J = 7.5 Hz,
3H, B-CH;). “C NMR (753 MHz, D20/DCl pD=1): § 15.5 (B-CH3), & 40.2
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(Biim-CH,-N), & 56.6 (o -CH), & 128.8 (C4 y C5 Biim), 6 138.3 (C2 Biim), & 172.6
(COOH). Anal. Elem. Cal para C»H34NgOg ¢ 7H,0O: C, 39.7 %; H, 7.3 %; N, 16.9 %.
Encontrado: C, 39.6 %; H, 7.1 %; N, 16.7 %. El analisis TG confirma el contenido de agua
por una pérdida de masa del 19 % a 170 °C. (PM = 664.7 g/mol)

Ligantes HqValbiim, HeMetbiim y HeFenbiim

Los ligantes HgValbiim, HeMetbiim y HgFenbiim fueron sintetizados de manera
analoga al ligante He¢Alabiim. Para ello se disolvieron en 120 mL de agua 6.982 g, 8.953 g,
7.870 g y 9.912 g (60 mmol) de L-valina, L-metionina, y L-fenilalanina, respectivamente
agregando KOH para lograr disolverlos en su totalidad. A las disoluciones obtenidas se les
agregaron, 7.2 mL (90 mmol) de formaldehido al 37.5 %, disuelto en 30 mL agua y se les
ajustd el pH a 12.5 con KOH. Posteriormente, se les agregaron 2 g (15 mmol) de H,Biim.
La suspension resultante se dejo en agitacion a 55 °C por 12 h, obteniendo una disolucioén
amarillenta palida que se deja agitando a temperatura ambiente por 2 dias mas hasta obtener
una disolucién con una tonalidad naranja tenue. Esta disolucion se lleva a un pH = 6.5 por
adicion de acido acético glacial. El producto empieza a precipitar a partir de un pH = 10. El
precipitado obtenido se filtra y purifica en un equipo soxhlet con agua durante 4 horas y
posteriormente con metanol durante 2 horas mas, obteniendo un polvo blanco estable al aire

y a la humedad.

HeValbiim (2.1 g, rendimiento del 17.3 %). "H RMN (300.2 MHz, D,O/DCI pD = 1,
TMS): 8 4.21 (s, 2H, Biim-CH,-N); 8 3.86 (d, J=3.9 Hz, 1H, o -CH); & 2.15 (m, 1H, f -
CH); & 0.83 (d, J=7.2 Hz, 3H, -CH;); § 0.76 (d, ] =6.9 Hz, 3H, -CH3). °C RMN (75.3
MHz, D20/DCI pH = 1): 8 19.0 (-CHj3), 8 20.6 (-CH3), 6 31.8 (B -CH), 6 43.3 (Biim-CH,-
N), 8 68.1 (a0 -CH), & 130.4 (C4 y C5 Biim), 6 140.4 (C2 Biim), 6 172.6 (COOH). Anal.
Elem. Cal para C3;oHsoNgOg * 9H,0: C, 44.3 %; H, 8.4 %; N, 13.8 %. Encontrado: C,
44.9 %; H, 8.2 %; N, 13.8 %. El analisis TG confirma el contenido de agua por una pérdida
de masa del 20 % a 150 °C. (PM = 812.9 g/mol)
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HeMetbiim (3.3 g, rendimiento del 25.8 %). '"H RMN (300.2 MHz, D,0/DCl
pD =1, TMS): § 4.20 (s, 2H, Biim-CH,-N); 6 4.03 (t, ] = 6 Hz, 1H, o -CH); 8 2.32 (m, 2H,
B -CH,); & 1.96 (t-d, 2H, -CH,); & 1.71 (s, 3H, -CH;). *C RMN (75.3 MHz, D20/DCl
pH=1):816.2 (-CHj3), 6 30.6 (B & y-CHa), 6 42.4 (Biim-CH,-N), 8 60.8 (e -CH), 6 130.5
(C4 y C5 Biim), 6 140.5 (C2 Biim), 6 172.8 (COOH). Anal. Elem. Cal para
C30Hs50NgOsS4 « HyO: C, 42.3 %; H, 6.9 %; N, 13.2 %, S, 15.1 %. Encontrado: C, 42.0 %;
H, 6.6 %; N, 13.7%; S, 14.8 %. El andlisis TG confirma el contenido de agua por una
pérdida de masa del 10 % a 150 °C. (PM = 851.1 g/mol)

HeFenbiim (3.9 g, rendimiento del 30.3 %). '"H RMN (300.2 MHz, D,0/NaOD
pD =12, TMS): 8 6.97 (m, 5H, H-Ar); 4 3.25 (sistema AB, J = 13.3 Hz, 2C =47.3 Hz, 2H,
Biim-CH,-N); § 3.07(t, J=6.9 Hz, 1H, o -CH); & 2.61 (d, J = 6.9 Hz, 2H, B -CH,). *C
RMN (75.3 MHz, D,O/NaOD pD = 12, TMS): & 39.2 (B -CH,), 6 42.3 (Biim-CH,-N), &
64.6 (o -CH), 6 126.7 (CH-p-Ar), & 128.9 (CH-m-Ar), 8 129.4 (CH-0-Ar), 6 133.1 (C4 y
C5 Biim), 6 138.4 (C-Ar), 6 144.3 (C2 Biim), & 181.4 (COOH). Anal. Elem. Cal para
C46HsoNgOg ¢ 1H,0: C, 64.2 %; H, 6.1 %; N, 13.0 %. Encontrado: C, 63.5 %; H, 6.1 %; N,
13.3 %. (PM = 860.9 g/mol)

[Cll4(H2 Valbum)(HZO)m] (BF4)4 * 6H,0 (1)

Para sintetizar el compuesto 1 se disolvieron 84.9 mg (246 umol) de
Cu(BF,); * 6H,O y 50 mg (61.5 umol) de HeValbiim « 9H,O en 20 mL de metanol. La
disolucion verde resultante se concentrd en una parrilla de calentamiento a un volumen
menor a 5 mL y posteriormente se agregd éter etilico para inducir la precipitacion. El
precipitado azul aislado fue lavado con i-propanol frio y secado a vacio. El producto

obtenido es estable al aire y a la humedad.

(25 mg, rendimiento del 26.5 %). Anal. Elem. Cal para
CusCs0Ha6NgOsB4F 6 « 16H,O: C, 23.45; H, 5.12; N, 7.29; Cu, 16.54. Encontrado: C,
23.32; H, 5.02; N, 7.18; Cu, 16.49. Reflectancia Difusa: Ama =316 nm TC y 694 nm d-d
(PM = 1536.38 g/mol)
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[Cus(Valbiim)(uOH),(H,0)4] * 5H,0 (2)

El compuesto 2 fue sintetizado disolviendo 84.9 mg (246 umol) de Cu(BF4), * 6H,O
con 50 mg (61.5 umol) de H¢Valbiim « 9H,0 en 20 mL de metanol. Posteriormente se le
agregaron 490 uL de una disolucion metandlica 1 M de BusNOH (8 equivalentes de base).
El precipitado verde obtenido se lavd con metanol frio y se secd con vacio y es estable al

aire y a la humedad.

(77 mg, rendimiento del 81.5 %). Anal. Elem. Cal para CusC30H4sN3gOo * 9H,O: C,
32.84; H, 6.06; N, 10.21; Cu, 23.17. Encontrado: C, 32.35; H, 5.88; N, 10.00; Cu, 23.19. El
analisis TG confirmé el contenido de agua en la muestra por una pérdida de 14.3 % de la
masa total en el intervalo de 50-100 °C. Reflectancia Difusa: Amu =328 nm TC
(Cu-OH Cu), 366 nm TC (Cu-imd-Cu), 658 nm d-d. (PM = 1097.07 g/mol)

BusN [Cuy(Valbiim)(u-OH),(OH)(H,0);] * SH,0 (3)

El compuesto 3 se obtuvo disolviendo 75 mg (68.4 umol) de 2 y en 5mL de
metanol por la adiciéon de 100 mL de BusNOH, 1 M (~2 equivalentes). La disolucion de
color verde intenso resultante se concentrd hasta casi sequedad y se le agregd éter etilico
para inducir la precipitacion. El precipitado verde aislado se lavado con i-propanol frio y se

seco con vacio. El polvo verde obtenido es estable al aire y a la humedad.

(22 mg, rendimiento del 24.0 %). Anal. Elem. Cal para CusCssHgsNoOy; * 8H,0: C,
41.28; H, 7.61; N, 9.42; Cu, 18.99. Encontrado: C, 40.55; H, 7.3; N, 9.27; Cu, 19.03. El
analisis TG confirmo el contenido de agua en la muestra por una pérdida de 11 % de la
masa total en el intervalo de 50-100 °C. Reflectancia Difusa: Ama =340 nm TC
(Cu-OH-Cu), 367 nm TC (Cu-imd-Cu), 634 nm d-d. (PM = 1338.53 g/mol)
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[Cus(HValbiim)(u-OH)(H,0)] * 4H,0 (4)

Para sintetizar el compuesto 4 se dejo en reflujo una suspension que contenia 55 mg
de CuCO3°Cu(OH); (250 umol) y 102 mg (125 umol) de H¢Valbiim « 9H,0 en 100 mL de
metanol por cuatro dias. Al cabo del tiempo de reaccion la disolucion verde se filtrd y se

dejo en evaporacion lenta. Los cristales verdes obtenidos son estables al aire y a la

humedad.

(45 mg, rendimiento del 35 %). Anal. Elem. Cal para Cu3C;yHs46NgO9 * SH,0O: C,
38.19; H, 5.98; N, 11.88. Encontrado: C, 38.48; H, 5.13; N, 11.48. El analisis TG confirmo
el contenido de agua en la muestra por una pérdida de 10.5 % de la masa total en el
intervalo de 50-100 °C. Reflectancia Difusa: Apa = 346 nm TC (Cu-OH-Cu), 386 nm TC
(Cu-imd-Cu), 545 y 655 nm d-d. (PM = 943.45 g/mol)

6.4. Difraccion de rayos-X

Para el estudio de difraccion de rayos X se selecciond un pequefio monocristal del
compuesto 4 de un tamafio aproximado de 0.03 x 0.08 x 0.08 mm’ y fue colocado en el
difractometro a ca. 150(2) K. La estructura se resolvié usando métodos directos con la
paqueteria del programa SHELXTL. Todos los 4tomos excepto los atomos de hidrogeno
fueron refinados anisotrépicamente. Los atomos de hidrogeno se encontraron por mapas de
Fourier diferenciados y se colocaron geométricamente en sus atomos circundantes, excepto
HI12A, H21A, H30A, H39A, H39B y H47A que fueron refinados con distancias
restringidas a sus respectivos atomos (hidroxido 047, N12, N21, N30 y N39) y para H39A
y H39B a los atomos cercanos (C38 y C40). Los atomos de hidrogeno de las cuatro
moléculas de agua de hidratacion no se localizaron exitosamente y por lo tanto no se
incluyen en el modelo estructural. La funcién minimizada fue [w(F,>-F.”)] con el peso de
las reflexiones como w-1 = [ 2F2 + ( glP)2+ ( 22P)] y en donde P = [max Fl+2 Fcz]/3.

Los detalles del analisis de refinamiento se presentan en la Tabla 6.1.
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Tabla 6.1. Datos cristalograficos y de refinamiento del compuesto 4.

empirical formula C3pHasCusNgO14

fw 933.40

space group P6122
a=15.270(1)
b=15.270(1)

Unit cell dimensions ¢ =61.093(5)

(A, deg.) o =90.00
B =90.00
y=120.00

v (A%, Z 12336.6(14), 12

temp (K) 150(2)

A(A) 0.69110

Dearea (mg 111_3) 1.508

¢ (mm™) 1.589

final R indices [/ > 25(D)]"™ R, =0.0399
WwR, =0.1039

final R indices (all data)™ Ry =0.0422
WwR,=0.1053

[a] R, = Z|Fo — Fel/\Fol. Ry = {Z[wFo” - FoY VEDwFo I} ™

Los datos cristalograficos de la estructura del compuesto 4 en la base de datos de
Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC 649293) y pueden obtenerse de manera
gratuita en CCDC, 12 union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK (fax: (+44) 1223- 336-033;

e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).

153



6.5. Constantes de equilibrio

Para determinar de las constantes de equilibrio se realizaron titulaciones

potenciométricas tanto de los ligantes como de los complejos formados in situ, usando
disoluciones de NaOH y HNOj; normalizadas (0.1 N). Todas las titulaciones fueron hechas

a 25 °C con una fuerza ionica 0.1 M (KNOs) bajo atmoésfera de nitrogeno. Es necesario que
las disoluciones se encuentren libres de carbonatos (concentracion total de CO32' menor al
2 %), de lo contrario esta especie tiene que ser considerada en los modelos, lo que

dificultaria los calculos.

Preparacion y normalizacion del NaOH 0.1N

En la preparacion del NaOH libre de carbonatos es necesario partir de una
disolucion saturada de NaOH, ya que los carbonatos son insolubles en estas condiciones.
Para ello se pesan 6 g de NaOH y se disuelven en agua, obteniendo un volumen final de
6 mL. Esta disolucién se deja reposar hasta que los carbonatos sedimenten. Se toman 4 mL

de la disolucion saturada y se aforan a 1 L con H,O destilada y previamente hervida.

Para normalizar el hidréxido de sodio se utiliza biftalato de potasio (CsHsO4K,
PM =204.23 g/mol) como patrén primario. El biftalato se deja secar a 80 °C por 24 h en
una estufa con vacio. Se pesan 0.4089 g de biftalato de potasio y se aforan a 100 mL con
una disolucion de KNO3 0.1 M. Se toman 25 mL de esta disolucion y se le burbujea N por

10 minutos antes de empezar con la valoracion. La valoracion se hace por triplicado.
Preparacion y normalizacion del HNO; 0.1 N
La preparacion del HNOj se realiza a partir de 4cido nitrico concentrado (62.5 %,

~ 14.5 M), tomando 7 mL de HNO; y aforando a 1 L con agua destilada.
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Para la normalizacion del HNO; se toman 20 mL de la disolucion y se aforan a
100 mL con una disolucion de KNO; 0.1 M. Se toman 25 mL de esta disolucion y se
burbujean con N, por 10 minutos antes de empezar la titulacion, manteniendo en agitacion

constante. La disolucion es titulada con la de NaOH previamente normalizada.

Determinacion del % de CO32' en el NaOH

La determinacion del porcentaje de carbonatos se realiza con los datos de la
titulacion de HNO3; con NaOH usando el método de Gran.

El método de Gran'’

ha probado ser excelente para la determinacion de los puntos
de equivalencia. De acuerdo a este método, en una titulacion ideal los puntos anteriores al
punto de equivalencia deben dar una recta al aplicarseles la funcion ¢ = (Vi + v) * 10'pH,
asi como los puntos posteriores al punto de equivalencia al aplicarse la funcion g = (Viy +
v) * 10, Las rectas se intersectaran en o = 0 en el volumen de equivalencia. Sin embargo,
si hay carbonato contaminando la disolucion de hidroxido de sodio, los puntos posteriores a

la equivalencia presentaran una curvatura para finalmente seguir un comportamiento lineal.

Para determinar el % de C032' se aplican las funciones anteriormente descritas a los
datos de la titulacion del HNOs; con NaOH obteniendo dos rectas (Figura 6.1). De las
regresiones lineales de éstas se obtienen ecuaciones del tipo y = b + mx. Entonces, cuando
1y »2 se igualan a cero se obtienen los valores de x; y x,, los cuales alimentan la siguiente

ecuacion para determinar el % de C032'.

%CO? = —x22 —1
X
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Figura 6.1. Ejemplo de las rectas obtenidas al aplicar la funcion de Gran a las
curvas de titulacion potenciométrica de HCI con NaOH. La curva O representa los valores
antes del punto de equivalencia a los que se les aplicé la funcion o = (Vi + v) * 107"
mientras que la curva O representa los valores después del punto de equivalencia a los

que se les aplicé la funcion o = (Vipe + v) * 10°7.

El porcentaje de carbonatos calculado para las disoluciones de hidroxido de sodio

que se utilizaron en las titulaciones presentadas en esta tesis fue menor al 0.5 %.

Determinacion de las constantes de acidez (pK,s)

Para determinar las constantes de acidez de los ligantes HgAlabiim y HeValbiim se
titularon disoluciones 1 mM de éstos con la disolucion de NaOH normalizada y libre de
carbonatos. Para ello se pesaron 66.5 mg (0.1 mmol) de HeAlabiim » TH,O 6 81.3 mg
(0.1 mmol) de HeValbiim « 9H,O y se disolvieron cada uno con 7 mL de HNOs 0.1 N
(0.7 mmol) en 100 mL de KNO; 0.1 M.
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De las disoluciones anteriores, se tomaron 25 mL y se colocaron en la celda del
titulador y se burbujearon por diez minutos con nitrégeno bajo agitacion constante antes de
iniciar la titulacion. Ambos ligantes fueron titulados por triplicado. Los datos obtenidos de
cada titulacion se ajustaron con el programa Hyperquad 2003 para obtener los valores de
los pKas correspondientes. Los diagramas de predominio de especies se obtuvieron en el

programa MEDUSA."*

Determinacion de las constantes de formaciéon (logf)

Para determinar las constantes de formacion (logB) de los compuestos
tetranucleares con los ligantes HeAlabiim y He¢Valbiim se titularon disoluciones 1 mM de
los complejos formados in situ, esto es 1 mM de ligante y 4 mM de Cu(Il). Para ello se
pesaron 66.5mg (0.1 mmol) de Hedlabiim+TH,0 6 81.3mg (0.1 mmol) de
HgValbiim « 9H,0 y se disolvieron con 7 mL de HNO; 0.1N (0.7 mmol) y 2.1 mL de un
estandar de Cu(NOs); 0.1906 M (0.4 mmol). Estas disoluciones se aforaron a 100 mL
con KNO5 0.1 M.

De las disoluciones anteriores, se tomaron 25 mL y se colocaron en la celda del
titulador y se burbujearon por diez minutos con nitrogeno bajo agitacién constante antes de
iniciar la titulacion. Ambos complejos fueron titulados por triplicado. Los datos obtenidos
de cada titulacion se ajustaron con el programa Hyperquad 2003 para obtener los valores de
logB correspondientes. Los diagramas de predominio de especies se obtuvieron en el

programa MEDUSA."*

Adicionalmente se titularon disoluciones de &cido nitrico con una concentracién 7 y
11 mM, para lo cual se adicionaron 3.5 y 5.5 mL de HNO; 0.1 N en matraces volumétricos
de 50 mL y se aforaron con KNO; 0.1 M. En la titulacion de estas muestras se sigui6 el
procedimiento anteriormente descrito. Estas titulaciones s6lo se usaron con fines de

comparacion.
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Asignacion de los pK,s

La asignacion de los valores de pKa obtenidos se realizo por medio de una titulacion
de los ligantes seguida por RMN 'H. 20mg de cada ligante fueron disueltos en 1 mL de
D,0 agregando NaOD hasta alcanzar un pD = 13. Posteriormente la muestra fue acidificada
por adiciones de DCI hasta alcanzar un pD = 7.5. Los espectros de RMN 'H se adquirieron

a 25 °C en un equipo VARIAN Unity Inova de 200 MHz en la Universidad de Guanajuato.

6.6. Estudios de EPR

Los estudios de EPR en funcion de la acidez del medio se realizaron en un
espectrofotometro JEOL RE2X operando en frecuencias de banda-X a 77 K, usando DPPH
(g =2.0036) como estandar de la Universidad de Leiden, Holanda.

Por razones de solubilidad de los compuestos, se uso sélo el ligante HeValbiim. Para
asegurar la misma concentracion del compuestos de Cu(Il) a lo largo de todo el
experimento, se prepar6 una disolucién patron de la especie formada in sifu con una
concentracion 5 mM, disolviendo 69.0 mg (0.2 mmol) de Cu(BF4); * 6H,O con 40.7 mg
(50 umol) de HgValbiim « 9H,O en 10 mL de MeOH. Adicionalmente se prepararon
disoluciones de CupAlameim y de Cu(BF4); de concentracion 10 mM y 20 mM,
respectivamente, esto con la finalidad de tener la misma cantidad de nucleos activos en
todas las disoluciones. Para ello, se disolvieron 38.5mg (0.1 mmol) de
Hi;Alameim *« HCIO4 y/o 69.0 mg (0.2 mmol) de Cu(BF4); * 6H,O en 10 mL de MeOH.
También se preparé una disolucion de BusNOH 62.5 mM, diluyendo 312.5 uL. de una
disolucion 1 M de BusNOH en 5 mL de MeOH.

Con estas disoluciones se prepararon nuevas disoluciones de los complejos con

distintas cantidades de base agregada, desde 0 hasta 7.0 equivalentes. La preparacion de las

muestras se realizd6 mezclando 500 pUL de las disoluciones de los compuestos de Cu(Il) con

158



distintos volimenes de BusNOH y completando a un volumen final de 1 mL con MeOH, de

acuerdo a la siguiente tabla.

Tabla 6.2. Volumenes usados de las disoluciones patron en la preparacion de las

distintas disoluciones empleadas en al titulacion espectrofotométrica.

Nimero de Alicuota del | Alicuota de
Equivalentes Compuesto de Bu,NOH MeOH
de base Cu(Il) [62.5 mM] (uL)
(uL) (1L)
0.0 500 0 500
0.5 500 20 480
1.0 500 40 460
1.5 500 60 440
2.0 500 80 420
2.5 500 100 400
3.0 500 120 380
3.5 500 140 360
4.0 500 160 340
4.5 500 180 320
5.0 500 200 300
5.5 500 220 280
6.0 500 240 260
6.5 500 260 240
7.0 500 280 220

Cabe mencionar que la disolucion de Cu(BF,), sin alguno de los ligantes precipita al
agregar 3.5 equivalentes de base y que con el ligante H3;Alameim precipita al agregar 6.5

equivalentes.

6.7. Actividad catalitica

Los estudios de actividad catalitica se realizaron en un espectrofotometro Hewlett
Packard Agilent 8452-A de arreglo de diodos operando en el intervalo de 190 a 1100 nm en
una celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico a 25 °C. Los espectros fueron adquiridos

durante 60 s y se usaron para el analisis los datos de 10 a 60 s. Adicionalmente, se utilizd
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un equipo “Stopped-flow” operando a 400 nm y adquiriendo datos durante 20 s y usando

para el andlisis los datos a partir de 10 s.

La evaluacion catalitica se realizdé midiendo el incremento en la senal la 3,5-di-tert-
butil-o-benzoquinona (producto de oxidacion del 3,5-di-fert-butilcatecol) con respecto al
tiempo. Los absortividad molar de la DTBQ se determin6 con una curva patrén en las
mezclas de disolventes usadas, obteniendo un g de 1300 M'lem! en MeCN/H0; 1:1 y
1650 M"'em™ en MeOH/H,0; 1:1 a 400 nm.

El blanco para cada uno de los estudios estaba constituido por la mezcla de

disolventes con el amortiguador al pH con el cual se estuviera trabajando.

Los valores de pH mantuvieron constantes utilizando alguno de los siguientes

amortiguadores con una concentracioén 0.1 M en celda:

» MES Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico,
(pK,=6.15, PM = 206.7 g/mol)

> HEPES Acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N’(2-etanosulfonico)
(pK,=7.55, PM = 238.3 g/mol)

» TRIS Tris(hidroximetil)Jaminometano

(pK, =8.30, PM = 121.2 g/mol)

Los valores de pH de las disoluciones amortiguadoras se ajustaron con HNOs3 6

NaOH.
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Dependencia de la velocidad en la concentracion del catalizador

El efecto de la concentracion del catalizador sobre la velocidad de la reaccion se
determino para cada uno de los complejos de interés manteniendo la concentracion del
sustrato constante (20 mM) a pH=7.5. Este experimento se realizd con los ligantes

HeAlabiim, HeValbiim, HeMetbiim y HeFenbiim en mezcla MeCN/H,0; 1:1 a 25 °C.

Para este experimento se prepararon las siguientes disoluciones: una disolucion
amortiguadora de HEPES 0.3M en H,O a pH = 7.5, una disolucion de H,DTBC 60 mM en
MeCN vy disoluciones de los complejos formados in situ CusLL de concentraciones 150, 300,
450, 600, 750 y 900 uM en MeCN/H,O. Para iniciar las lecturas se mezclaron primero,
1 mL del amortiguador acuoso con 1 mL de la disoluciéon del complejo correspondiente
disuelto en la mezcla CH3CN/H,0 y se les agregd6 1 mL de H,DTBC disuelto en CH;CN
justo antes de iniciar cada experimento. La concentracion final (en la celda) de cada uno de
los reactivos es de una tercera parte de la concentracion inicial. Cada una de las mediciones
se realizd por quintuplicado. Los resultados presentados son el promedio de las cinco

lecturas.

Dependencia de 1a velocidad en el pH

El efecto del pH sobre la velocidad de la reaccion se determinod para los complejos
con los ligantes H¢Valbiim y HgMetbiim con una concentracion constante en celda de
150 uM y manteniendo también la concentracion del sustrato constante en 20 mM. Este

experimento se realiz6 en mezcla MeCN/H,0; 1:1 a 25 °C.

Para este experimento se prepararon las siguientes disoluciones: una disolucion de
los complejos formados in situ CusL 450 uM en MeCN/H,O, una disoluciéon de H,DTBC
60 mM en MeCN vy disoluciones acuosas de los amortiguadores 0.3 M ajustadas al pH

deseado: MES apH 5.5, 6.0 y 6.5; HEPES a pH 7.0, 7.5 y 8.0; TRIS a pH 8.5, 9.0 y 9.5.

161



Las disoluciones se mezclaron agrando 1 mL del amortiguador acuoso con 1 mL de
la disolucion del complejo correspondiente disuelto en la mezcla CH3CN/H,O y se les
agreg6 justo antes de iniciar cada experimento 1 mL de H,DTBC disuelto en CH3;CN. La
concentracion final de cada uno de los reactivos es de una tercera parte de la concentracion
inicial. Cada una de las mediciones se realizd por quintuplicado. Los resultados presentados

son el promedio de las cinco lecturas.

Dependencia de la velocidad en la concentracion del sustrato

La dependencia de la velocidad de la reaccion en la concentracion del sustrato se

determino en dos mezclas de disolventes distintas: MeCN/H,0; 1:1 y MeOH/H,0; 1:1.

Los estudios en mezcla MeCN/H,O; 1:1 se realizaron para los complejos con los
ligantes HeValbiim y HeMetbiim con una concentracion constante en celda de 150 uM, en
el intervalo de concentraciones de H,DTBC de 6 a 20mM a pH 7.5 y 8.5 en un
espectrofotometro Hewlett Packard Agilent 8452-A a 25 °C.

Para este experimento se prepararon las siguientes disoluciones: Disoluciones
amortiguadoras de HEPES 0.3 M en H,O a pH=7.5 y TRIS 0.3 M en H,O a pH=38.5,
disoluciones de los complejos formados in situ Cusl de concentracion 150uM en
MeCN/H,0 y disoluciones de H,DTBC de concentraciones 18, 21, 24, 27, 33, 42, 60 mM
en MeCN. Para iniciar las lecturas se mezclaron primero, 1 mL del amortiguador acuoso
con 1 mL de la disoluciéon del complejo correspondiente disuelto en la mezcla CH3;CN/H,O
y se les agregd6 1 mL de H,DTBC disuelto en CH3CN justo antes de iniciar cada
experimento. La concentracion en la celda de cada uno de los reactivos es de una tercera
parte de la concentracion inicial. Cada una de las mediciones se realizd por quintuplicado.

Los resultados presentados son el promedio de las cinco lecturas.

Los estudios en mezcla MeOH/H,O; 1:1 se realizaron para el complejo

[Cus(Valbiim)] con una concentracion constante en celda de 12.5 uM, variando la
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concentracion del H,DTBC desde 0.16 mM hasta 8 mM en el intervalo de pH de 6.5 a 8.5
en un equipo “Stopped-flow” a 25 °C.

Para este experimento se prepararon disoluciones de [Cus(Valbiim)] 25 UM con
HEPES 0.2 M en MeOH/H,0; 1:1 a pH 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 y 8.5. Para ello se partio de
disoluciones patron de [Cuy(Valbiim)] 250 uM (1 mL) y HEPES 0.5 M (4 mL) ajustado al
pH deseado en H,O y posteriormente se aford (10 mL) con MeOH para obtener una mezcla

1:1.

Para las disoluciones de H,DTBC se partié6 de una disolucion stock 16 mM en
MeOH/H,0; 1:1. Se tomaron distintas alicuotas de esta disolucion y se aforaron a un

volumen de 5 mL con mezcla MeOH/H,O; 1:1 de acuerdo a la siguiente tabla.

Tabla 6.3. Volumenes usados de la disolucion patron de H,DTBC en la

preparacion de las distintas disoluciones usadas en los estudios cinéticos.

Alicuota de Volumen de | Concentracion | Concentracion
H,DTBC o,
[16 mM] aforo de la dilucion en celda
(uL) (mL) (mM) (mM)
0 5.00 0.00 0.00
100 5.00 0.32 0.16
200 5.00 0.64 0.32
300 5.00 0.96 0.48
400 5.00 1.28 0.64
500 5.00 1.60 0.80
750 5.00 2.40 1.20
1000 5.00 3.20 1.60
2000 5.00 6.40 3.20
3000 5.00 9.60 4.80
5000 5.00 16.00 8.00

La concentracion en la celda de cada uno de los reactivos es mitad de la
concentracion inicial. Cada una de las mediciones se realizd diez veces. Los resultados

presentados son el promedio de las diez lecturas.
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