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Capitulo 1. Introduccién

Desde hace algunos afios, la quimica inorganica y la bioquimica se aliaron en la busqueda de una
mejor comprensidon de los procesos bioldgicos mediados por metales; surgié asi una nueva
disciplina llamada quimica bioinorgdnica. Ciertas propiedades Unicas de los metales, que les
permiten llevar a cabo procesos complejos de oxido reduccidon y cumplir con funciones

estructurales propias, siguen siendo motivo de sorpresa y objeto de estudio de muchos cientificos.

Tipicamente, en los sistemas bioldgicos los metales se encuentran en el sitio activo de diversas
metaloenzimas, cuyo estudio presenta un problema importante: por su tamano y complejidad, su
manipulacion es sumamente compleja. Gran parte de su peso molecular esta dado por la parte
proteica, fundamental para su funcionalidad, pero que dificulta el conocimiento del sitio activo.

Por este motivo, se suele trabajar con modelos sintéticos que imitan Unicamente al sitio activo.

El cobre es uno de los elementos que se presenta mas frecuentemente en la naturaleza, donde
suele llevar a cabo procesos relacionados con el metabolismo de oxigeno y el transporte de
electrones. En el sitio activo de diversas metaloenzimas, lo encontramos coordinado a imidazoles y
en muchos casos formando sistemas dinucleares. Estas caracteristicas estructurales son
reproducidas por los sistemas modelo que comuinmente se evallan como catalizadores en

reacciones de oxidacion.

Una de las propiedades mas importantes y definitorias de la quimica bioldgica es que ésta se lleva
a cabo en medio acuoso; una consecuencia fundamental de trabajar en estas condiciones, es que
las reacciones son profundamente dependientes del pH. Para una mejor compresion de la
naturaleza de las metaloproteinas y metaloenzimas, el trabajo con sistemas modelo en medios

acuosos o parcialmente acuosos y la evaluacién del impacto del pH en ellos resulta fundamental.

En este trabajo se presenta el estudio de los compuestos de coordinacién de Cu(ll) con dos
ligantes (L) derivados del imidazol: leumeim y fenmeim. Estos ligantes pueden formar complejos
dinucleares y tienen como principal caracteristica su capacidad para formar una estructura
conocida como puente imidazolato, la cual permite a los dos atomos metalicos comunicarse
magnéticamente y por lo tanto actuar como modelo de las metaloenzimas de cobre de tipo I,

entre las que se incluye la catecolasa.



El interés de este proyecto es conocer las condiciones en las cuales los sistemas Cu,L presentan el
puente imidazolato en disolucién y evaluar si esta estructura tiene influencia en la actividad
catecolasa de los sistemas. Para conseguirlo se realizaron las titulaciones potenciométricas de los
sistemas Cu,L en H,0, MeOH:H,0 y MeCN:H,0, de su analisis se obtuvieron las constantes de
formacidn de complejos y con ellas se construyeron los diagramas de distribuciéon de especies en

cada medio.

Las titulaciones se siguieron también espectrofotométricamente y por RPE para corroborar la
presencia de la especie puenteada y caracterizarla en disolucidn. Para conocer la magnitud de la
interaccion entre los dos iones metalicos, se realizaron también estudios magnéticos en estado
solido del sistema Cu,fenmeim con puente imidazolato. Adicionalmente se llevaron a cabo
estudios electroquimicos que permitieron diferenciar el comportamiento de las distintas especies

presentes en disolucion.

Finalmente se hicieron estudios cinéticos de los sistemas Cu,L, para evaluar su actividad en la
reaccion de oxidacién del 3,5-diterbutilcatecol (3,5-DTBC) en MeOH:H,0 y MeCN:H,0. Los
resultados de estos estudios se correlacionaron con los diagramas de distribucion obtenidos para

contestar la pregunta que motivo este proyecto.



Capitulo 2. Antecedentes

2.1 El cobre en los sistemas biolégicos

En nuestro universo existen 111 elementos quimicos, los cuales componen absolutamente todo lo
gue conocemos y estudiamos. De éstos sdlo 25, incluyendo al cobre, son esenciales para la vida
[1]. Plantas y animales necesitan del cobre para poder llevar a cabo sus funciones pues este

elemento se encuentra formando el sitio activo de diversas metaloproteinas.

Evolutivamente, el cobre se considera un bioelemento moderno [2], pues sélo cobré importancia
bioldgica una vez que la atmdsfera se volvié oxidante. Al inicio, la atmdsfera estaba constituida
principalmente por N, y CO,. Se trataba de un ambiente reductor donde el cobre estaba en forma
de Cu(l) insoluble y el hierro en forma de Fe(ll) soluble. En estas condiciones los compuestos de
hierro eran los fundamentales para realizar las funciones vitales de los organismos. Estos
organismos empezaron a producir O, y la nueva atmdsfera oxidante permitié que el Cu(l) se
oxidara a Cu(ll). El Cu(ll) soluble empezd a ser también biolégicamente relevante. Ahora existen
muchas enzimas de cobre y de hierro que realizan funciones analogas, diferenciadas por sus

potenciales rédox y sus ambientes de coordinacion.

Las metaloproteinas de cobre han sido muy estudiadas y se han usado diversos criterios para
clasificarlas. Las dos clasificaciones mas importantes se basan: una en la funcién que desempefian
y la otra en la estructura de su sitio activo. Ninguna de las clasificaciones es excluyente y ambas

nos dan informacion acerca del cobre en los seres vivos.

En la tabla 1 se presenta la clasificacion de las proteinas de cobre segun la estructura de su sitio

activo [3] y en la figura 1 se pueden observar algunos ejemplos.



Tabla 1. Clasificacion de metaloproteinas de cobre segun la estructura de su sitio activo.

Sitio activo Estructura UV-vis RPE Ejemplos
Tipo 1 Cu coordinado a dos histidinas (donadoras por N) y | Azul: banda Plastocianina
Proteinas una cisteina (donador por S) intensa TCLM Azurina
azules de cobre ~600nm Ascorbato oxidasa
Nitrito reductasa
Tipo 2 Cu coordinado a 4 dtomos donadores por N y/o O en | Azul: banda de | Similar a complejos | Cu-Zn superéxido dismutasa
Proteinas geometria plana cuadrada o tetraedro distorsionado | transicion d-d | comunes de Cu(ll) Galactosa oxidasa
“normales” de (menos Fenilalanina hidroxilasa
cobre intensa)
Tipo 3 Sitio dinuclear de Cu(ll) donde ambos estan Fuerte acoplamiento | Hemocianina
coordinados a 3 histidinas (donadoras por N) antiferromagnético. Tirosinasa
EPR silencioso Catecol oxidasa
Tipo 4 Sitio activo compuesto por un sitio tipo 2 y otro tipo Sefial de RPE debida al | Metano mono-oxigenasa
3 formando un cimulo trinuclear triangular. sitio de tipo 2 Laccasa
Algunas veces contienen también un sitio tipo 1. Ascorbato oxidasa
Ceruloplasmina
Cu, Sitio dinuclear de Cu con estado de oxidacién +1.5 Espectro con patrén | Citocromo c oxidasa
Sitio de para cada metal. caracteristico de 7 | Oxido nitroso-reductasa

valencia mixta

Ambos metales con geometria tetraédrica vy
puenteados por dos cisteinas.
Cada Cu coordinado a una histidina (donador por N).

lineas.

Cug Un Cu mononuclear coordinado por tres histidinas Fuerte acoplamiento | Citocromo c oxidasa
(donadoras por N) en una geometria piramidal antiferromagnético
trigonal. Cu-Fe
Sin ligante en la cuarta posicion.
Cercano a un centro de hierro.
Cu; Cuatro iones de Cu arreglados en un tetraedro Espectro de 4 lineas | Oxido nitroso-reductasa

distorsionado puenteados por un sulfuro inorgdnico
y coordinados por 7 histidinas (donadores por N) y
un hidréxido.

provenientes de dos
esquemas de estados
de oxidacidn distintos.




Figura 1. Tipos de sitios activos de algunas metaloproteinas de cobre.



Algo que resulta importante destacar de esta clasificacion es el hecho de que en todos los casos el
cobre se encuentra coordinado a imidazoles provenientes de histidinas, siendo esta la

caracteristica estructural comun y mas significativa en todas las metaloenzimas de cobre.

En cuanto a la clasificacidn segln su funcion, se han identificado 4 procesos que llevan a cabo las

proteinas de cobre:

Transporte, almacenamiento y recepcién de iones metalicos
Transferencia electrénica

Transporte, almacenamiento y recepcién de dioxigeno

H w N

Catalisis

La actividad que resulta particularmente interesante para nuestro grupo es la de la catdlisis. Las
proteinas que se encargan de catalizar reacciones quimicas se conocen como enzimas y en
particular las enzimas que contienen atomos metalicos en su sitio activo son llamadas

metaloenzimas.

En las metaloenzimas la catdlisis se lleva a cabo con la intervencién del metal, asi que la naturaleza
de éste y la funcionalidad de la enzima se encuentran directamente relacionadas. En las enzimas
de cobre, muchos de los procesos cataliticos involucran reacciones de oxido reduccién vy

particularmente aquellas asociadas al metabolismo del dioxigeno.

La bioquimica del oxigeno es profundamente interesante [4, 5]. La molécula de dioxigeno posee
un estado basal triplete (S=1) a diferencia de casi todas las moléculas orgéanicas que tienen un
singulete (S=0) como estado basal. Esto hace que la adicién de oxigeno a moléculas orgdnicas esté

prohibida por espin y permite que exista vida en una atmdsfera tan oxidante como la nuestra.

Existen dos maneras en las que se puede superar la prohibicidon por espin: por un lado, mediante
la combustién a altas temperaturas por medio de radicales libres, donde se producen luz y calor
sin ningun control, y por el otro mediante la oxidacidén lenta que permite el metabolismo del
dioxigeno de forma controlada y para la cual se requiere una regulacién enzimatica sutil, dada

precisamente por las metaloenzimas.

De ahi que el estudio de estos procesos sea tan importante e interesante y que la actividad del
cobre en este tipo de reacciones sea de gran interés y ampliamente estudiada desde hace algln

tiempo.



2.2 Sistemas Modelo

El estudio de las metaloenzimas y los mecanismos que emplean para llevar a cabo su funciéon
catalitica es un tema de gran interés. Sin embargo, debido a los problemas que se derivan de su
obtencidn, manipulacidon y modificacién, se han establecido otras herramientas que nos pueden

dar informacién de lo que sucede en el sitio activo de algunas de ellas.

Una de estas herramientas es el uso de lo que se denomina “sistemas modelo” [6]. Estos son
modelos del sitio activo de la metaloenzima. Se trata de compuestos de coordinacién de bajo peso
molecular que reproducen una o varias de las caracteristicas del sitio, ya sea fisica o

funcionalmente.

Los sistemas modelo de metaloenzimas de cobre, cuentan con uno o mas atomos de cobre
coordinados a ligantes nitrogenados derivados del imidazol, lo cual es una caracteristica
fundamental del cobre en los sistemas vivos. Son particularmente interesantes los modelos de
metaloenzimas de cobre del tipo Il pues, como ya se menciond, son sistemas dinucleares que
presentan acoplamiento entre los dos metales para llevar a cabo su funcidn catalitica lo cual los

hace sistemas muy atractivos para su estudio.

2.3 La actividad catecolasa

Los sistemas modelo no solamente imitan las caracteristicas fisicas de los sitios activos, también se
pretende reproducir las caracteristicas funcionales de las metaloenzimas. Hay mucho trabajo
hecho en este sentido [3, 7-10] no sélo para entender mejor qué sucede en el sitio activo de las
enzimas sino también para disefiar y la obtener nuevos catalizadores [3]. Las enzimas son los
mejores catalizadores existentes y contar con su efectividad en procesos quimicos, no Unicamente

bioldgicos, podria mejorar la eficiencia de muchos procesos industriales.

Para el caso de compuestos bimetdlicos de cobre, la eficiencia catalitica se evalia con una
reacciéon modelo que permite comparar la actividad de distintos sistemas. Se trata de la reaccidn
de oxidacién de catecoles a quinonas en presencia de oxigeno. A este proceso se le conoce con el
nombre de “actividad catecolasa” la cual es realizada por la enzima catecol oxidasa (figura 2) en

los sistemas vivos.
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Figura 3. Mecanismo propuesto para la oxidacion enzimdtica de catecol a su respectiva quinona.



1. La enzima empieza en su forma met, con un puente OH formado entre los dos dtomos de
cobre fuertemente acoplados antiferromagnéticamente.

2. La primera oxidacion de catecol es estequiométrica (1:1 con el sistema dimetalico), se
lleva a cabo en ausencia de oxigeno y produce la forma reducida desoxi del sitio activo.

3. Lareoxidacidon de sitio activo se lleva a cabo Unicamente en presencia de oxigeno, cuando
se unen al sito activo tanto el oxigeno (forma oxi), como un segundo catecol.

4. La ultima etapa consiste en la regeneracion de la forma met de la enzima y la liberacién de

una segunda quinona y agua.

Existen aun algunas preguntas respecto a este mecanismo, y se ha encontrado que los ciclos
cataliticos de diversos sistemas modelos difieren del propuesto para la enzima [7, 8, 11]. Por lo
gue se puede afirmar que el estudio mecanistico de distintos sistemas cataliticos biomiméticos en
esta reaccién particular dista mucho de estar terminado. En nuestro grupo de trabajo se estdn
llevando a cabo actualmente estudios dirigidos en este sentido [12] pero este tema escapa a los

intereses del proyecto.

Para probar la actividad catecolasa de nuevos sistemas se suele utilizar el 3,5-diterbutilcatecol
(3,5-DTBC) como sustrato. Los grupos terbutilo, al ser muy voluminosos, le confieren estabilidad al
catecol frente a oxidaciones posteriores y a la ruptura del anillo. Ademas el 3,5-DTBC cuenta con
un potencial rédox bajo lo que facilita su oxidacién [13]. La reaccidn que se lleva a cabo es la

siguiente:

Figura 4. Esquema de la reaccion modelo de oxidacion de o-catecoles.

El producto de esta reaccién es facilmente monitoreable mediante espectrofotometria UV-vis,
pues la 3,5-diterbutilquinona (3,5-DTBQ) presenta una banda caracteristica con un maximo en

longitudes de onda cercanas a 400 nm.

Como se menciond en pdrrafos anteriores, la importancia de que exista una reaccidn modelo es

que permite comparar la actividad de distintos catalizadores sintetizados. Debido a problemas de



solubilidad del catecol, esta reaccién no puede llevarse a cabo en agua y se suelen usar disolventes
como metanol, acetonitrilo o mezclas de éstos con agua. Sin embargo, aun nos topamos con
dificultades al momento de hacer comparaciones, pues las metodologias no estdn completamente
estandarizadas. Por esto, resulta de importancia estandarizar las condiciones de manera que

permitan la comparacién de las actividades.

2.4 Estudios en disolucion

Gran parte de las reacciones quimicas de los sistemas vivos ocurren en disolucién acuosa. El
cuerpo humano, por ejemplo, esta constituido en un 66% por agua, de ésta aproximadamente el
60% se encuentra dentro de las células y es precisamente ahi donde ocurren la mayoria de las

reacciones metabdlicas [14].

Al trabajar con sistemas modelo se busca una mejor comprensién de la quimica que sucede en los
seres vivos, ya sea por el simple placer de conocer a la naturaleza o pensando en una posible
aplicacion industrial y una de las propiedades mds importantes y definitorias de la quimica

bioldgica es que ésta sucede en un medio acuoso.

Una consecuencia fundamental derivada de trabajar en medio acuoso, es que las reacciones
bioldgicas son profundamente dependientes del pH del medio. En varios casos esta dependencia
se debe al cambio en la estructura de alguno de los reactivos o del catalizador al cambiar el pH.
Basta con pensar en la estructura terciaria de las proteinas, ésta es en gran medida responsable de
su actividad catalitica y depende por completo del pH del medio, por lo que la actividad de una

enzima, su estructura y el pH de trabajo estan intimamente relacionados.

También la estructura de los sistemas modelo es dependiente del pH, pues se trata de compuestos
de coordinacién que involucran enlaces entre un metal y ligantes con d&tomos donadores capaces,
en muchos casos, de hidrolizarse y protonarse segun el pH al que se encuentren. Por eso resulta
muy importante realizar una correcta caracterizacion de los sistemas modelo en disolucién y asi

conocer la estructura de la especie presente en solucién en las condiciones de trabajo.

La actividad catecolasa de sistemas modelo se evaltia en disolventes como MeOH y MeCN o en
mezclas de éstos con agua. En nuestro grupo de trabajo consideramos que, para comprender
mejor la relacidn estructura-actividad de nuestros sistemas, es fundamental obtender la

especiacién también en estos medios y no Unicamente en agua, pues esto nos permite conocer la

10



estructura de la especie activa en las condiciones exactas de trabajo. En este proyecto se hard
especial énfasis en este punto y particularmente en el establecimiento de metodologias para

conseguirlo.

2.5 Construccion de ligantes imidazélicos mediante la reaccion de Mannich

El trabajo de nuestro grupo reside en el campo de la catdlisis biomimética. Nuestro interés es
sintetizar compuestos bimetdlicos de cobre, variando propiedades estructurales de los ligantes y
relacionandolas con la actividad catalitica de los complejos en la reaccidn modelo. Resulta de gran
interés conocer lo que sucede con estos sistemas en disolucién en los medios en que se lleva a

cabo la catalisis y determinar las caracteristicas de la especie activa.

Como ya se menciond en parrafos anteriores, la caracteristica principal del cobre en sistemas
bioldgicos es que se encuentra coordinado a histidinas mediante el heterociclo conocido como
imidazol. Los sistemas biomiméticos de cobre, entonces, suelen incluir imidazoles en la estructura
de sus ligantes. Una manera de obtener ligantes derivados del imidazol capaces de formar

complejos dinucleares es mediante la reaccién de Mannich [15].

ligante abierto
55 °C, 48 hrs. con agitacién

1 2-metilimidazol : 2 formaldehido : 2 amina

A °
AN NN 4 H% + H,N—R J\
N

\ / HN N
— H
2-metilimidazol formaldehido amlna.prlr’n:clrla 0 \ /)_g
aminodcido N

_ \
R
Y

ligante cerrado

N NH

55 °C, 48 hrs. con agitacion

2 2-metilimidazol : 2 formaldehido : 2 amina

Figura 5. Reaccion de Mannich para obtener ligantes abiertos y cerrados.
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La reaccion de Mannich permite, en un solo paso, introducir grupos amino o aminodcido a un
anillo imidazédlico [16]. Esta reaccidon en medio bdsico ha sido utilizada desde hace algunos afios
por nuestro grupo de trabajo para sintetizar una gran variedad de ligantes que se han clasificado
en dos grades familias: ligantes abiertos y ligantes cerrados (figura 5). Solamente se han obtenido
ligantes del tipo abierto al usar aminas quirales en el carbono a a la amina, pero las condiciones

para obtener uno u otro no son muy claras y se siguen estudiando.

Los ligantes de tipo cerrado se caracterizan por tener sitios de coordinacién equivalentes para los
atomos de cobre, sin embargo en el complejo estos ultimos se encuentran distantes y coordinados
a imidazoles distintos. Este tipo de ligantes se han obtenido utilizando aminas como 2-(2-
aminoetil)-piridina (diep) [12], n-propilamina (promeim) [17], glicina (glimeim) [18] y etanolamina

(dihe) [19] entre otras.

Los ligantes de tipo abierto, por otra parte, se caracterizan por tener dos sitios de coordinacion
para atomos de cobre que pueden ser equivalentes en caso de que el anillo de imidazol pierda el
protén del nitréogeno y se convierta en un imidazolato. En este caso los atomos de cobre quedan
unidos por la estructura conocida como “puente imidazolato”. Se han obtenido ligantes de este
tipo usando los aminodcidos alanina (alameim) [20], L-fenilalanina (fenmeim), L-leucina (leumeim)

y metionina (metmeim) [13].

En este trabajo se estudiardn los sistemas dinucleares de cobre con dos ligantes de tipo abierto:

fenmeim y leumeim, cuyas estructuras se presentan en la figura 6.

NH
(a) fenmeim (b) leumeim
Figura 6. Estructura de los ligantes de tipo abierto fenmeim (a) y leumeim (b).

2.6 Estudios previos de sistemas con ligantes abiertos y puente imidazolato

El interés en los ligantes abiertos reside en la posibilidad que tienen de formar el puente
imidazolato. Esta es una estructura presente en enzimas como la superéxido dismutasa [21] donde
un imidazolato se encuentra formando un puente entre un Cu(ll) y un Zn(ll), como puede

observarse en la figura 7.
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Figura 7. Estructura y representacion esquemdtica del sitio activo de la superdxido dismutasa.

Se ha encontrado que el imidazolato, al actuar como puente entre los dos centros metadlicos
paramagnéticos, permite que haya un acoplamiento antiferromagnético importante entre ellos
[22, 23, 24, 25]. Esto hace que sistemas con esta estructura puedan ser buenos modelos de sitios
activos de cobre de tipo 3, que se caracterizan por tener dos dtomos de cobre fuertemente

acoplados (espectro de RPE silencioso).

En el grupo de trabajo se han obtenido 4 ligantes que pueden presentar esta estructura: alameim
[20], metmeim, leumeim y fenmeim [13]. De los sistemas Cu,L (donde L=ligante abierto)l,
solamente se han obtenido dos estructuras cristalinas: Cu,fenmiem y Cu,leumeim. Dichas

estructuras se presentan a continuacion:

(a) (b)

Figura 8. Estructuras obtenidas mediante difraccién de Rayos X de los compuestos Cu,fenmeim (a)
y Cujleumeim (b).

1 . . . . . .
La abreviatura L se usarad, a partir de este momento, para referirse en conjunto a los dos ligantes que son
tema de estudio: fenmeim y leumeim.
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Los cristales de los que se obtuvo la estructura del complejo Cu,leumeim se obtuvieron en agua en
medio acido y utilizando nitratos como contraiones [26]; mientras que los usados para determinar
la estructura del Cu,fenmeim se obtuvieron en la mezcla MeCN:H,0 (1:1 v:v) utilizando nitratos o
percloratos como contraiones [13]. Como se puede observar, las estructuras obtenidas son muy
distintas: el compuesto Cu,leumeim no presenta puente imidazolato mientras que el compuesto

Cu,fenmeim si.

Las estructuras obtenidas mediante difracciéon de rayos X no nos hablan directamente de lo que
sucede en la disolucién, pero si indican que existen tanto la especie puenteada como la que no
presenta el imidazolato. Serd de interés conocer las condiciones a las cuales estad presente cada
una de estas estructuras y qué efecto tienen en la actividad de los sistemas. Para contestar a estas
interrogantes serd necesario realizar un amplio estudio en disoluciéon y una detallada evaluacién

catalitica.

Para el sistema Cu,fenmeim se llevd a cabo, en un trabajo previo [27], un amplio estudio
electroquimico y un estudio cinético preliminar, ambos en MeCN:H,0 a pH=7.5. Como parte del
estudio electroquimico del complejo, se obtuvo el conjunto de voltamperogramas que se presenta
en la figura 9. En él se pueden observar dos picos de reduccion con un solo pico de oxidacion
asociado (la sefial de oxidacién que aparece cerca de -0.1V se debe a la re-oxidacion de cobre

metadlico formado en el electrodo cuando se llega a potenciales muy bajos).

Figura 9. Voltamperograma obtenido en un estudio previo para el sistema Cu,fenmeim en
MeCN:H,0 a pH=7.5 y estructura propuesta del sistema en disolucion.
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La presencia de dos seiales de reduccién se explicd considerando que en disolucién el puente
imidazolato no se encuentra formado y por lo tanto hay dos dtomos de cobre no-equivalentes
(Figura 9 (b)). Se propuso que cada uno de los atomos metalicos se reduce de forma
independiente, que los Cu(l) formados se solvatan y se disocian del ligante y que, por ultimo, se

oxidan de forma equivalente regresando a su forma oxidada y coordinada.

Sin embargo, existen otras propuestas para explicar las dos sefiales de reduccién en sistemas
simétricos con puente imidazolato. Varios autores han propuesto que el hecho de que el cobre se
reduzca en dos pasos es indicativo de que los d&tomos de cobre estdn interactuando lo suficiente
para hacerlos inequivalentes frente a la reduccién [22, 28]. La reduccidén en dos pasos de sistemas

con puente imidazolato se ha observado en varios sistemas [22, 23, 25, 28].

Esto nos llevd a pensar que en el sistema Cu,fenmeim en las condiciones de estudio, posiblemente

si esté formado el puente y pueda ser necesaria una re-interpretacion de los voltamperogramas.

Para corroborar o refutar la propuesta de los &tomos de cobre no equivalentes en disolucién, es
necesario realizar una especiacién detallada y buscar otras evidencias que nos ayuden a elucidar si
el puente imidazolato se forma en disolucidn en el sistema Cu,fenmeim (recuérdese que en estado
sélido si se forma) y también para el sistema Cu,leumeim, del que se tiene evidencia en estado

solido de los dos atomos de cobre no equivalentes.

Como ya se menciond, ademds del estudio electroquimico, en el trabajo previo se realizdé un
estudio preliminar de la actividad catecolasa del sistema Cu,fenmeim en MeCN:H,0 a pH=7.5. Los
resultados fueron muy desalentadores pues el sistema presentd una actividad despreciable. Sin
embargo, en otros trabajos del grupo [18, 29, 30], se ha observado que las condiciones en que fue
evaluada la actividad catalitica son en las que se obtiene la menor actividad. Los complejos suelen
ser mas activos en MeOH:H,0 y a valores de pH mds altos. Se requiere hacer una evaluaciéon

cinética mas completa para el sistema Cu,fenmeim, asi como para Cu,leumeim.

En este trabajo, esperamos poder relacionar la actividad catalitica con la especiacién, lo que nos
indicard cuales especies en disolucion son activas y cudles no, y asi contribuir a los estudios de la
relacidon estructura-actividad de los sistemas modelo. Particularmente queremos dilucidar si la
especie con puente imidazolato se forma en disolucidn y si presenta alguna actividad catalitica,

como es de esperarse.
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Capitulo 3. Objetivos

Determinar, para los sistemas Cu,fenmeim y Cu,leumeim, las condiciones en las que la
estructura que incluye al puente imidazolato estd presente en disolucién en 3 distintos

medios: H,0, MeOH:H,0 y MeCN:H,0.

Buscar evidencias de la existencia en disolucidn de una estructura con puente y otra sin

puente segun las condiciones de trabajo para los sistemas Cu,L.

Evaluar si la presencia del puente imidazolato en la estructura tiene algun efecto en Ila

actividad catalitica del sistema en la reaccion modelo de oxidacion del 3,5-

ditertbutilcatecol, tanto en MeOH:H,0 como en MeCN:H,O0.
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Capitulo 4. Resultados

De acuerdo con los objetivos planteados, este proyecto puede dividirse en 2 grandes apartados:

a. Especiacidn y caracterizacion de los sistemas Cu,L en disoluciéon en los 3 medios: H,0,
MeOH:H,0 y MeCN:H,0°.
b. Evaluacién cinética de la actividad catecolasa de los sistemas Cu,L en MeOH:H,0 vy

MeCN:H,0.
Los resultados obtenidos para cada uno de estos puntos se detallardn y discutirdn a continuacion.

4.1 Especiacidn y caracterizacion de las especies presentes en disolucién

Para este apartado se realizaron varios estudios en disolucién. Se inici6 con los estudios
potenciométricos, a partir de los cuales se obtuvieron las constantes de equilibrio para los
sistemas Cu,L y con ellas se trazaron los diagramas de distribucidon de especies. Posteriormente,
esta especiacion se corrobord con los estudios espectrofotométricos y de RPE mediante los que se
detectd la presencia de la especie puenteada en disolucion. La magnitud de la interaccion
magnética entre los dos centros metalicos se determind mediante estudios de su comportamiento
en estado sélido. Finalmente se llevaron a cabo los estudios electroquimicos con los que se logré
dcaracterizar el comportamiento electroquimico de la especie puenteada respecto al de la especie

no puenteada.

2 . .. e
Las mezclas MeOH:H,0 y MeCN:H,0 que se mencionan a lo largo del texto, se refirieren especificamente a
las mezclas 1:1 en volumen.
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4.1.1 Estudios potenciométricos

La potenciometria es una técnica electroanalitica mediante la cual se detecta la concentracién de
una especie en disolucién usando un par de electrodos, uno de trabajo y otro de referencia [31].
En este trabajo se utilizard este término para hacer referencia a un caso muy particular de esta
técnica: determinaciones del ién H* mediante un electrodo de vidrio o, en otras palabras,
mediciones de pH. Estas se realizaron con un electrodo combinado, que consta de un electrodo de

vidrio selectivo a iones H* y un electrodo de referencia de Ag®/AgCl [32].

Figura 10. Sitios con posible actividad dcido-base de los ligantes fenmeim y leumeim. En azul se
muestran los sitios protonados en su forma neutra y en morado los sitios protonables.
Los ligantes en estudio poseen varios sitios con posible actividad acido-base, como se observa en
la figura 10. Si todos estos sitios se protonan y este sistema se va titulando con adiciones muy
pequefias de NaOH mientras se mide el pH de la mezcla de reaccidén en cada punto, entonces es
posible determinar el pK, de cada sitio del ligante. Esto se consigue analizando la curva de

titulacién con programas especializados como Hyperquad 2003 [33].

Si al ligante completamente protonado se le adiciona Cu(ll) y se titula el nuevo sistema con las
mismas precauciones, la curva de titulacién sera distinta. Se podran observar desprotonaciones
posteriores debidas a la hidrdlisis Unicamente en presencia del metal. Ademds, conociendo los
valores de pK, del ligante, se podran determinar las constantes de formacién de los complejos

Cu,L,H, presentes en disolucion.

Esto es precisamente lo que se hizo para obtener la especiacion de los sistemas Cu,L en cada uno
de los tres medios. Por tratarse de medios acuosos, en los tres se puede trabajar empleando
determinaciones de pH, pero la calibracién del electrodo en las mezclas de disolvente requiere de

un tratamiento especial.

18



4.1.1.1 Calibracion en las mezclas de disolventes

La calibracién del electrodo de vidrio en agua se suele hacer utilizando 3 amortiguadores que
cubren aproximadamente toda la escala de pH (generalmente pH= 4.0, 7.0 y 10.0). Para las
mezclas de disolventes metanol-agua y acetonitrilo-agua no hay amortiguadores informados en la

literatura que abarquen toda la escala de pH, por lo cual se realizé la calibraciéon con uno solo.

Existen varios trabajos referidos a la calibracidn de electrodos en mezclas de disolventes
organicos con agua [34 - 38]. En el caso de mezclas con MeOH, se han informado amortiguadores
de succinatos y de oxalatos [37]. Se eligid trabajar con succinatos debido a que estos fijan un pH
mas cercano al centro de la escala (los oxalatos fijan un pH cercano a 2 mientras que los succinatos
uno cercano a 5). Para mezclas con MeCN, sélo se encontré publicado un amortiguador con

biftalato de potasio [38] y se trabajé con él.

En las referencias se informa el pH que fijara una concentracion fija del soluto amortiguador® en
distintas mezclas con porcentaje variable de disolvente organico. En ellas, no hay valores
reportados del valor de pH que se obtendria en las concentraciones de MeOH y MeCN utilizadas
en este trabajo (MeOH:H,0 1:1 v:v = 44.44% p/p de MeOH y MeCN:H,0 1:1 v:v = 43.88% p/p de
MeCN).

Para saber qué pH fijan en nuestros medios los solutos reportados, se graficd el porcentaje de
disolvente organico en la mezcla contra el pH que fija el amortiguador, se obtuvo una ecuacién
que define al conjunto de datos e interpolando se obtuvo el valor de pH para nuestras

condiciones. Se obtuvieron valores de pH=4.94 para MeOH:H,0 y pH=5.37 para MeCN:H,0.

Los amortiguadores se prepararon empleando las concentraciones especificadas y se fijaron los
valores de pH mencionados en el parrafo anterior. Para completar la calibracidon en cada medio se
titularon por separado HCIO, y HNO; en la mezcla de disolventes con NaOH acuosa. Para cada
punto de la titulacién se midieron los valores de pH y potencial (E/mV) y se graficaron. Con los

valores obtenidos se ajusté la siguiente ecuacién:

H., — pH
+[p cal p exp

E
pHcal 4

PHeorr = pHexp

? 4cido succinico 0.01 M + oxalato mono-acido de litio 0.01 M para MeOH-H,0 y biftalato de potasio 0.05 M
para MeCN-H,0
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Al fijar el valor de la pendiente de esta recta a la pendiente Nernstiana (-59.16), se obtuvo un valor
de E; para cada calibracién, el cual se utilizé6 posteriormente para corregir los datos de las
titulaciones de los sistemas de interés. Este paso de la calibracion permite hacer un mejor ajuste a
los valores de pH mas alejados del pH de calibracién y asi corregir de forma ponderada los datos

obtenidos, ajustandolos a la repuesta Nernstiana ideal [39].

4.1.1.2 Curvas de titulacion

Como parte de la calibracion en MeOH:H,0 y MeCN:H,0, se titulé un acido: HCIO, 6 HNO;, con
una base fuerte: NaOH. Tanto el acido perclérico como el acido nitrico son acidos fuertes en agua
y por lo tanto no es posible asignarles un valor de pK,. Sin embargo, en las mezclas de disolventes
no sélo es posible sino necesario para el analisis posterior, determinar un valor de pK, para cada

acido.

Asi mismo, es necesario determinar el valor de autoprotdlisis del medio para las dos mezclas de
disolventes. Ambos valores se obtienen del andlisis de las curvas de titulacién antes mencionadas
con el programa Hyperquad 2003. Los valores obtenidos se muestran en la tabla 2 y se utilizaron
como datos para la posterior determinaciéon de constantes de equilibrio de los sistemas en

estudio.

Tabla 2. Valores de pK, de HCIO, y de HNO; y constantes de autoprotdlisis del medio obtenidos en
MeOH:H,0 y MeCN:H,O0.

MeOH:H,0 MeCN:H,0
pKi -14.28 -14.74

pK, HNO; 2.6 2.1

pK, HCIO, 1.8 1.0

Una vez solucionados todos los pormenores que surgen al trabajar con mezclas de disolventes, se
pudo hacer la determinacién de las constantes mediante datos potenciométricos tal como se
planted al inicio de la seccidon. Para llevar a cabo la especiacion de los sistemas Cu,L, se titularon
con NaOH dos sistemas distintos para cada uno de los ligantes y en cada uno de los tres medios de
estudio:

a. L+4H"

b. L+2Cu(ll)+4H"
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Debido a que los datos de estas titulaciones se utilizaron para determinar constantes de equilibrio,
resultd muy importante hacerlas a temperatura constante (25°C) y fijar la fuerza idnica (1=0.1 M),

pues las constantes de equilibrio son muy sensibles a estos parametros.

Se han observado diferencias en la solubilidad y el comportamiento de los complejos al fijar la
fuerza idnica con sales de distintos aniones. Los aniones mas utilizados son los percloratos y los
nitratos. Para estudiar las diferencias que podrian presentarse en la especiacion al utilizar uno u
otro i6n en disolucidon, la determinacion de constantes del sistema Cu,fenmeim se realizd

comparando ambos contraiones.

En la tabla 3 se presenta un resumen de las titulaciones realizadas en este proyecto y en la figura

11 las curvas obtenidas para cada una de ellas.

Tabla 3. Titulaciones potenciométricas realizadas para este estudio.

Ligante Sistema Medio Contraién
H,0 NO3
Cloy
Fenmeim + 4H" MeOH:H,0 NO;
Cloy
MeCN:H,0 NO3
Cloy
Fenmeim H,O NO;
Cloy
Fenmeim + 2Cu(ll) + 4H" | MeOH:H,0 NO;
Cloy
MeCN:H,0 NO3
Cloy
H,O Ccloy
Leumeim + 4H" MeOH:H,0 cloy
MeCN:H,0 cloy
H,0 cloy
Leumeim | Leumeim + 2Cu(ll) +4H* | MeOH:H,0 clo,
MeCN:H,0 cloy
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Figura 11. Curvas de titulacion de los sistemas [L + 4H] y [L + 2Cu(ll) + 4H'] en H,0, MeOH:H,0 y MeCN:H,0 usando NO5 y ClO, para fijar la fuerza idnica segun

se indica, donde L = ligante = fenmeim, leumeim.
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De la observacion de las curvas de titulacidon y la comparacién entre ellas, se puede destacar lo

siguiente:

- Primero es importante notar que, para todos los experimentos, la forma de las curvas de
titulacidn del ligante y del complejo es muy distinta. Al adicionar cobre al sistema, es posible
titular dos equivalentes de acido adicionales: la presencia del cobre favorece la salida de

protones que no salen en ausencia del metal.

- Para cada ligante se puede observar que la forma de sus curvas de titulaciéon en todos los
medios es muy similar. Sin embargo la forma de la curvas de titulacion de los sistemas Cu,L es

distinta, es notable el cambio en el pH de precipitacién en cada medio.

- Resulta interesante también analizar el estudio realizado con el ligante fenmeim en el que se
cambid el contraion utilizado. Tanto en MeOH:H,0 como en MeCN:H,0 la forma de las curvas
con uno u otro contra-idn es distinta, principalmente en sus partes iniciales y finales. En
ambas partes, la curva obtenida con nitratos aparece a mayores valores de pH (pH menos
acido) que la de percloratos.

El efecto en la parte inicial de la curva se puede explicar en términos de la fuerza del acido
utilizado. Como se puede ver en la tabla 2, en estos medios el acido perclérico es un acido
mas fuerte que el nitrico (menor valor de pK,) por lo que el pH inicial es menor en los sistemas
con percloratos, este efecto sélo puede verse en las mezclas de disolventes pues el pK,, del
agua no permite diferenciar entre la fuerza de estos dos acidos.

El efecto en la parte final de la titulacién se explica mediante el llamado “error salino” [40]. El
electrodo que se utiliza debe ser selectivo al i6n H”, sin embargo cuando las concentraciones
de otros cationes son muy superiores, el electrodo puede detectarlos también sin distinguirlos
de los protones. Al final de las titulaciones la concentracién Na* proveniente del titulante es
muy alta, los nitratos forman complejos mas estables con Na’ que los que forman los
percloratos (los nitratos son mas coordinantes) por lo que en medios con percloratos hay mas

Na’ libre que el electrodo detecta dando un valor de pH menor.

- Finalmente, se puede ver en las curvas que los sistemas L + 4H" se titularon con 6 equivalentes
de NaOH. Esto implica que se titularon los 4 equivalentes de acido adicionados mas 2

equivalentes 4cidos adicionales que poseen los ligantes en su forma neutra (ver figura 10).
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Es importante destacar que los ligantes neutros, en principio, tienen otro sitio que podria
desprotonarse: el nitrégeno del anillo imidazdlico. Esta desprotonaciéon formaria el
imidazolato, sin embargo este sitio no tiene un pK, lo suficientemente pequefio para ser
titulado por NaOH en los medios empleados.

Cuando adicionamos Cu(ll) a la disolucion, se observa la titulacién de mas equivalentes de
acido que los titulados en el sistema del ligante sdélo. Esto se debe a que el cobre actia como
catién dacido en la disolucidn, favoreciendo la salida de protones provenientes ya bien del

imidazol o de la hidrélisis de moléculas de disolvente coordinadas al metal.

4.1.1.3 Determinacion de las constantes de equilibrio

Los datos obtenidos de las titulaciones se analizaron con Hyperquad 2003 [33] para determinar los

valores de pK, de los ligantes y las constantes de formacidn e hidrdlisis de los sistemas Cu,L.

Hyperquad 2003 es un conjunto de programas apropiados para el calculo de constantes de
equilibrio. Su algoritmo utiliza un enfoque de minimos cuadrados y tiene como objetivo minimizar
la suma de los cuadrados de los residuales que existen entre los valores reales y los calculados a
partir del modelo propuesto. La funcidn exacta que se minimiza y el algoritmo detallado se pueden

encontrar en la guia de ayuda del programa.
La informacidn que se introduce al programa es la siguiente:

a. Los datos de las titulaciones, asi como las condiciones de la titulaciéon (concentraciones,
temperatura, fuerza idnica).

b. Un modelo. Este modelo consiste en proponer la composicién y carga de las especies en
disolucién asi como una constante asociada a su formacion.

c. Losrequerimientos estadisticos que exigiremos al modelo para que sea significativo.

Esta es la informacidn que el programa tomara de partida para iniciar el refinamiento. Modificara
la constante del modelo hasta minimizar la diferencia entre los puntos obtenidos

experimentalmente y los calculados, por medio de un algoritmo iterativo.

Los resultados que se obtienen de este proceso tienen asociados parametros estadisticos que le
permiten al usuario, y al programa, determinar si el modelo resultante es estadisticamente

significativo. Estos pardmetros son x° y o, y cada uno tiene un significado distinto.
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- X*se utiliza como una prueba de aleatoriedad. Se basa en la hipétesis de que los residuales
presentan una distribuciéon normal. Cuando esto sucede su valor debe ser menor o igual a
12.

- o habla de la bondad de ajuste del modelo pues permite conocer si el error obtenido en el
refinamiento se encuentra dentro del error experimental. Su valor debe ser cercano a 1

para que esto suceda.

En la tabla 4 se presenta, para cada sistema, el modelo que resulté mas adecuado junto con sus
pardmetros estadisticos. Se puede ver que los parametros, en general, cumplen con los requisitos

para considerar adecuado el modelo resultante.

Otro parametro que no estd considerado en el programa pero que nos habla de la confiabilidad de
los resultados es la relacidén entre el nUmero de puntos usados y las constantes obtenidas. En este
trabajo se utilizaron en promedio 150 puntos experimentales para cada analisis y, como se vera
mas adelante, se obtuvieron aproximadamente 4 constantes. Aproximadamente se usaron 35

puntos por cada constante, lo cual es una buena relacién y da confiabilidad a los resultados.

Las constantes de acidez, de formacidon de complejos y de hidrdlisis se presentan como log donde
B es la constante acumulativa. Esta constante estd asociada a un equilibro en disolucion y se

define de la siguiente manera:

Para las constantes de acidez de los ligantes:

. [HxLy]
Hdy SxH" +yL ,Bxyzm

Para las constantes de formacion e hidrélisis de los complejos CusL:

[Cui*H, yLz]

CUXHVLZS XCU(||)+yH++ZL ﬂxyz :W

En la tabla 4 se presentan las constantes de equilibrio acumulativas expresadas en estos términos
y también la especie asociada a cada constante. Resulta importante resaltar que los ligantes tienen
tres sitios protonados en su forma neutra y tres mas protonados luego de la adicién de acido (ver
figura 10), es decir seis sitios protonables en total. De ahi que la especie completamente

protonada se nombré HeLl3".
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Tabla 4. Constantes de equilibrio obtenidas del refinamiento de los datos de las titulaciones con el

programa Hyperquad 2003.

H,0 MeOH:H,0 MeCN:H,0
NO; clo, NO; clo;” NO; clo,
LogB,: H,L 9.545+0.016 | 9.370+0.033 | 9.897+0.021 | 9.640+0.011 | 9.525+0.024 | 9.369+0.017
LogBa: H,L 16.624+0.024 | 16.412+0.050 | 17.210+0.031 | 16.547+0.017 | 16.503+0.036 | 16.098+0.024
LogBa: H,L" 20.562+0.027 | 20.502+0.058 | 21.744+0.037 | 20.592+0.020 | 20.615+0.041 | 19.653+0.029
LogBe: Hel™* 28.848+0.037 | 25.973+0.023 | 25.957+0.045
X 13.81 8.95 9.32 9.04 8.66 10.46
£ = 1.056 1.5537 0.8657 1.4733 1.3677 1.0246
g LogByy: | CuzHoL™ | 22.693+0.064 | 24.355:0.051 | 23.079+0.011 | 24.026+0.057 | 22.682+0.031
& | LogBu Cu,HL® | 18.387+0.058 | 20.050+0.050 | 19.006+0.027 | 20.503+0.051 | 19.037+0.037 | 18.063+0.041
LogB>o: Cu,l’ 13.169+0.063 | 14.837+0.050 | 13.953+0.044 | 15.937+0.055 | 14.531+0.030 | 13.800+0.036
LogBs1: | CuaOH)L 6.860+0.056 | 5.194+0.032 | 4.557+0.037
LogB,,: | CuxOH)L -6.203+0.038
X 11.47 11.21 15.17 3.95 11.59 8.87
= 1.8017 0.3845 1.0039 0.8634 0.7196 1.1088
LogB,: H,L 9.092+0.008 9.998+0.011 9.965£0.013
LogBs: HilL 16.367+0.019 17.709+0.019 17.498£0.020
LogBa: H,L* 20.401+0.022 22.183+0.022 21.233+0.024
LogBe: HeL* 25.305+0.032 29.263+0.021
XZ 6.54 10.21 5.26
pu 0.9971 0.5391 0.8393
£
'g LogBys: Cu2H3L: i 22.542i0.016 i
3 LogB221 CquzL2+ 24.650+0.024 21.689+0.035 22.75140.480
LogB21 Cu,HL 20.353+0.024 17.623+0.016 17.472+0.063
LogB2o1 Cu,l’ 15.240+0.027 12.286+0.020 12.581+0.053
LogBs1: | CuxOH)L 8.806+0.031 2.855+40.027 2.822+0.0609
LogB,1 | Cux(OH)L 28.189+0.051
XZ 10.60 8.30 12.90
= 0.7298 0.8575 2.071
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Como se puede notar, en todos los casos para los ligantes se obtuvieron Unicamente 4 constantes
de acidez, aun cuando sabemos que se titularon 5 equivalentes acidos del ligante (mas uno
adicional libre). Esto se debe a que la salida de los dos protones de acido carboxilico se da
simultdneamente, lo cual puede verse también en las curvas de titulacién (figura 11). Al inicio se
titulan 3 equivalentes de acido simultdneamente que corresponden al equivalente de acido extra
libre que adicionamos mas los 2 protones de acido carboxilico del ligante que son muy acidos (pK,

alrededor de 1.5).

Para los complejos, el nimero de constantes de hidrdlisis que se obtienen es distinto en cada
medio. Esto es evidente desde que se observan las curvas de titulacién: en cada medio el pH de

precipitacion es distinto y la forma de la curva también.

A partir de este conjunto de constantes de acidez y de formacidon de complejos, se trazaron los
respectivos diagramas de distribuciéon de especies con ayuda del programa MEDUSA [41], los
cuales se presentan en la Figura 12 para los sistemas del ligante fenmeim y en la Figura 13 para los
del ligante leumeim. Estos diagramas son basicamente una traduccidn grafica de las constantes y
nos permiten realizar un analisis mds sencillo y directo que si se quisiera analizar los valores

numéricos directamente.
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Figura 12. Diagramas de distribucion de especies para el sistema Cu,fenmeim en H,0, MeOH:H,0 y MeCN:H,0 usando NO; y CIO, como contraiones.
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Figura 13. Diagramas de distribucion de especies para el sistema Cu,leumeim en H,0, MeOH:H,0 y MeCN:H,0 usando CIO, como contraidn.
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Al comparar los diagramas para el sistema Cu,fenemiem con distintos contraiones, se puede
apreciar que estos no difieren significativamente, las mayores diferencias estan dadas por el pH de
precipitacion (pH en el que se corta la grafica de distribucién). En todos los casos, el sistema con
nitratos precipita antes que el de percloratos puesto que los nitratos son mds coordinantes y

pueden formar antes una especie neutra estable.
En general, en los diagramas se observa que en disolucién coexisten 4 especies principalmente:

a. Laprimera, Cu2H2L3+, predomina a pH~3 tanto en agua como en MeOH:H,0 (en MeCN:H,0 esta
especie sélo se observa usando nitratos como contraiones). En ella el ligante esta protonado en
dos sitios: uno de ellos es el nitrogeno del imidazol (este es el protdon mas dificil de sacar) y el
otro no lo sabemos con certeza.

b. La segunda, Cu,HL*, predomina a pH™4 en los tres medios (a un pH mayor en agua). Esta
especie tiene al ligante aun con el protdn del imidazol. Se sugiere que la estructura de esta
especie es como la obtenida para Cu,leumeim donde un cobre estd unido al ligante en tres
sitios y el otro sélo en dos. (Ver figura 14 a).

c. Latercera, Cu,L’, predomina a pH~7 en los tres medios. Se sugiere que esta es precisamente la
especie que presenta un puente imidazolato en su estructura por lo que la carga del complejo
es mono-positiva. El pH en el que predomina coincide con las condiciones en las que se obtuvo
el complejo Cu,fenmeim descrito anteriormente, en el que si se observa claramente el puente
entre los atomos metalicos. (Ver figura 14 b).

d. La cuarta especie, Cu,L(OH) , predomina a pH~10 en MeCN:H,0 y se observa en disolucién
también en MeOH:H,0. Se trata de la especie anterior, con puente imidazolato, y con una
molécula de disolvente hidrolizada para dar una especie neutra. (Ver figura 14 c).

La presencia o ausencia de esta especie nos habla mucho de la diferencia entre los medios.
Mientras que en agua no se alcanza a determinar una constante de formacién para esta
especie porque precipita muy pronto, en MeCN:H,0 se alcanza a determinar incluso una

segunda constante de hidrdlisis.
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Figura 14. Estructuras propuestas para los complejos de Cu(ll) con fenmeim y leumeim a distintos
valores de pH.

El modelo de especies en disolucidn propuesto para los sistemas Cu,fenmeim y Cu,leumeim,

incluye a la especie con puente imidazolato que comienza a formarse desde pH cercano a 4 y

alcanza su maximo predominio en un pH alrededor de 7. Para corroborar este modelo, resulté

necesario encontrar otras evidencias que lo apoyaran y que pudieran indicar la presencia del

puente imidazolato en disolucién.
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4.1.2 Estudios espectrofotométricos

Para corroborar el modelo propuesto, las titulaciones potenciométricas se siguieron también
espectrofotométricamente. En cada punto de la titulacion, se midié el valor de pH y se obtuvo un
espectro de absorcion UV-vis con la intencién de buscar algin cambio en el espectro de absorcion
asociado a la formacién de nuevas especies en disolucién y de correlacionarlo con los diagramas

de distribucién construidos previamente.

En la figura 16 se muestran los espectros de absorcién obtenidos para cada sistema Cu,L en cada
medio. En ella se puede apreciar que el comportamiento general es el mismo para todos. Para
facilitar el analisis y la discusidén, en la figura 15 se presenta con detalle la serie de espectros de

absorcién obtenidos para el sistema Cu,fenmeim en agua.

5 a 7 equivalentes titulados
pH desde 3.9 hasta 6.1

Absorbancia

600 800 1000

Longitud de onda (nm)

Figura 15. Espectros UV-vis obtenidos de la titulacion del sistema Cu,fenmeim con NaOH en H,0
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Figura 16. Espectros UV-vis obtenidos de la titulacion de los sistemas Cu,L con NaOH en H,0, MeOH:H,0 y MeCN:H,0.
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Al inicio de la titulacion se observa una sefial en 685 nm que va disminuyendo su intensidad al ir
agregando NaOH sin que se observe un desplazamiento del mdximo. Esta disminucidon de
intensidad se puede atribuir simplemente a un efecto de dilucidn del croméforo en esas
condiciones. En todos los sistemas, el pH inicial es cercano a 2.5 y este comportamiento se

mantiene hasta un pH cercano a 4.0.

Cuando el pH es ligeramente superior a 4.0 (5 equivalentes titulados) el comportamiento del
sistema cambia: la sefial que aparecia a 685 nm aumenta de intensidad, con un desplazamiento
hipsocromico de su maximo de absorcidn a 700 nm y aparece una nueva sefial al rededor de

400nm.

Un cambio espectral tan radical, indica que en disolucion hay una nueva especie con
caracteristicas muy distintas a las de la anterior. Lo interesante es que este cambio de
comportamiento se da exactamente al pH al que empieza a aparecer la especie puenteada
propuesta en disolucidn, por lo que podemos atribuir el desplazamiento del maximo de la seial de

700 nmy la aparicién de la sefial de 400 nm a la especie puenteada propuesta.

Los espectros presentados en color naranja en las figuras 15 y 16, pueden asignarse a la especie
sin puente y los marcados de color morado a la especie puenteada. El espectro visible de la
especie sin puente es similar al observado en un cobre con una geometria de piramide cuadrada.
La sefial no es simétrica sino que presenta un sesgo hacia longitudes de onda altas. El espectro de
la especie con puente, en cambio, es mas simétrico y su maximo se presenta a menor longitud de

onda.

Este comportamiento es similar a otros, previamente informados, en los que se observa el
espectro visible al ir variando el pH [42,43]. En ellos se observa el mismo comportamiento: a
valores bajos de pH, la especie no esta puenteada y el espectro es asimétrico (sesgado hacia
mayores longitudes de onda), de menor intensidad y con un maximo en longitudes de onda mas
altas. Al aumentar el pH, se forma la especie puenteada, el mdximo se desplaza hacia longitudes

menores y la intensidad aumenta.

Las titulaciones seguidas espectrofotométricamente, coinciden con el diagrama de especiacion
propuesto a partir del andlisis potenciométrico y son una evidencia de que el modelo es correcto.
Sin embargo, son necesarios otros estudios para proveer de mds evidencia y continuar con la

caracterizacién de la especie puenteada.
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4.1.3 Estudios por RPE

Los estudios magnéticos pueden ayudar a detectar la especie puenteada. El puente imidazolato es
una estructura que permite el acoplamiento antiferromagnetico entre los dos 4tomos de Cu(ll). En
el caso de existir esta especie en disolucién, la Resonancia Paramagnética Electrénica (RPE) daria
cuenta de ello pues los electrones de cada cobre ya no se encontrarian desapareados (estarian

acoplados) y no darian sefial de RPE.

Para estudiar los sistemas Cu,L con esta técnica, se prepararon varias disoluciones de 1
equivalente de ligante por 2 de Cu(ll) con valores de pH distintos en el intervalo de 2.5 hasta 6.5
(incluso se llegd a 9.4 en un sistema) usando como disolvente MeOH:H,0 para Cu,fenmeim y

Cu,leumeim y también H,0 Unicamente para Cu,fenmeim.

Se obtuvo el espectro de RPE de cada disolucidn a temperatura ambiente y se analizé el
comportamiento de los espectros de RPE al variar el valor de pH del medio. En la figura 18 se

presentan los espectros obtenidos.
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Figura 18. Serie de espectros de EPR obtenidos para el sistema Cu,fenmeim en H,0 (a), para
Cu,fenmeim en MeOH:H,0 (b), y para el sistema Cu,leumeim en MeOH:H,0 (c), todos a
temperatura ambiente.



El comportamiento individual de cada espectro es dificil de explicar y excede las expectativas de
este proyecto, sin embargo del comportamiento global si puede obtenerse informacidn. Es

interesante observar cémo cambia el comportamiento de la seiial de RPE al ir aumentando el pH.

Al aumentar el pH, la intensidad de la sefial de RPE va disminuyendo, hay un cambio importante
en los espectros que se da en las cercanias del pH=4 y a pH mayor que 6 la sefial observada es de

muy baja intensidad.

Al formarse el puente imidazolato, la intensidad de la sefial debida a los electrones desapareados
de ambos Cu(ll) va disminuyendo pues esta estructura permite que los espines electrénicos se
acoplen antiferromagnéticamente, disminuyendo el cardcter paramagnético y por lo tanto

desapareciendo la sefal de RPE.

Esto coincide con el modelo propuesto en este trabajo: antes de pH=4 la especie en disolucidon
tiene dos atomos de cobre independientes (figura 14a) y paramagnéticos que sumados dan la
sefial intensa que se observa. Al llegar a pH cercano a 4, la especie puenteada se va formando
(figura 14b), lo que provoca un cambio en el espectro. Al ir aumentando el pH hay cada vez mas
especie puenteada en disolucidn lo que hace que disminuya la intensidad de la seial de RPE hasta
que al rebasar el pH de 6 la sefial esta casi silenciada pues todas las moléculas en disolucién
contienen al puente imidazolato (ver diagrama de distribucion en las figuras 12 y 13). Este
comportamiento corrobora la especiacion y la asignacidon de sefiales de UV-Vis realizadas en este

trabajo.

El comportamiento registrado para el sistema Cu,fenmeim es similar al observado por otros
grupos de investigacion [24, 25, 42, 45]. En sus trabajos, observan el comportamiento del espectro
de resonancia paramagnética al variar el pH y obtienen que la sefial de RPE disminuye su
intensidad y cambia su forma al formarse el puente imidazolato en disolucion. En ningin caso se
obtiene un silenciamiento total de la sefial como se obtendria en caso de que el acoplamiento

antiferromagnético fuera completo.

La intensidad del acoplamiento antiferromagnético aqui observado, puede determinarse mediante
estudios magnéticos en estado soélido, los cuales se realizaron también para el sistema

Cu,fenmeim y se presentan a continuacion.
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4.1.4 Estudios magnéticos en estado solido.

Para conocer la magnitud de la interaccién entre los centros metalicos conectados por el puente
imidazolato, se realizaron los estudios magnéticos del sélido cristalino Cu,fenmeim [27], cuya

estructura se muestra en la figura 19.

Figura 19. Estructura cristalina del sistema Cu,fenmeim donde se observa la presencia de un
puente imidazolato entre los dos dtomos de cobre.
Los estudios magnéticos consisten en determinar los valores de susceptibilidad magnética del
sistema al variar la temperatura aplicando a la muestra un campo magnético. Para este trabajo, la
temperatura se varié de de 2 a 30 K con un campo aplicado de 0.05 T y de 30 a 300 K con un
campo de 1.0 T. La curva obtenida de susceptibilidad molar (yu) en funcién de la temperatura se

presenta en la figura 20.

Temperatura / K
Figura 20. Curva de susceptibilidad molar (yy ) en funcion de la temperatura para el sistema
Cu,fenmeim de 2 a 300 K.
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El comportamiento magnético de una molécula se origina por el movimiento de los electrones, el
cual hace que las sustancias interactien con un campo magnético externo. Cuando una muestra
es diamagnética, todos sus electrones estan apareados e inducen un campo magnético que se
opone al campo externo. En cambio cuando la muestra tiene electrones desapareados

(paramagnética) éstos se orientan a favor del campo, aportando su momento magnético.

La susceptibilidad magnética es una medida del cambio en la magnitud de un campo magnético
externo debido a la presencia de una muestra. Cuando ésta es diamagnética, la susceptibilidad
tiene valores negativos y cuando es paramagnética presenta valores positivos. Adicionalmente,
por tratarse de una propiedad debida al movimiento de los electrones (que origina un momento
angular orbital y un momento angular de espin), la susceptibilidad es dependiente de la

temperatura.

El comportamiento de la susceptibilidad magnética respecto a la temperatura que se observa en la
figura 19 es el tipico de una sustancia con intercambio antiferromagnético entre dos iones de

Cu(ll) [45] y se describe a continuacion:

a. A temperaturas altas, los electrones se mueven libre e independientemente, dando
valores altos y positivos de susceptibilidad.

b. Alir disminuyendo la temperatura, los electrones se alinean mas con el campo magnético,
lo que provoca un aumento en los valores de susceptibilidad. (Comportamiento tipico de
una sustancia paramagnética).

c. Al llegar a una cierta temperatura (140 K) se observa un maximo en la grafica. Los
electrones inicialmente independientes comienzan a interactuar mds y se alinean
antiferromagnéticamente, lo que genera una disminucidn en la susceptibilidad (disminuye
el paramagnetismo).

d. A temperaturas cercanas al cero absoluto, la susceptibilidad aumenta rapidamente. Esto

sucede debido a la presencia de pequeias cantidades de impurezas paramagnéticas [45].

De la observacion de la figura 20, entonces, se puede deducir que se trata de una muestra con
comportamiento antiferromagnético. Ademds se puede pensar que el valor de la constante de

acoplamiento (J) sera alto, pues la transicion se presenta a altas temperaturas.

El comportamiento de la grafica xuT vs T (Figura 21) también es tipico [45] de un sistema dinuclear

de cobre con acoplamiento antiferromagnético entre los atomos metalicos.
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Figura 21. Curva de yT vs T para el sistema Cu,fenmeim entre 2 y 300 K. Los datos experimentales
se muestran como cuadrados negros y el modelo ajustado se presenta en la linea roja.

Al hacer mediciones del comportamiento magnético de una sustancia se observa la respuesta

macroscépica de un fendmeno que estd sucediendo microscdpicamente. Lo que se mide es la

diferencia en la poblacidn de distintos estados energéticos que se ven afectados por el campo

magnético.

Los dos estados que describen a sistema dinuclear de cobre, donde los dos dtomos metalicos
estan interaccionando mediante un puente, son los estados S=0 y S=1 [45]. Estos estados estan
separados por una barrera energética que se denomina J. Cuando la interaccidn entre los dos
atomos de Cu(ll) es antiferromagnética, el estado basal es S=0 (los dos espines estan apareados) y
el valor de J es negativo. A altas temperaturas, el estado excitado esta poblado (los dos espines se
alinean al campo), pero al ir disminuyendo la temperatura, el estado basal se puebla

preferencialmente por lo que yuT decrece de manera continua.

El Hamiltoniano que describe a estos sistemas es de la forma H=-JS;S,. A partir de él, sustituyendo
sus eigenvalores y haciendo algunas suposiciones que no se detallaran, se obtiene la llamada
ecuacion de Bleaney y Bowers [45] que se presenta a continuacion:

2Ng2ﬁ2 NQZﬁZ

x=——>——0-p)+
KT [3 n e]/kT] 2kT

p+TIP
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Donde:

X= susceptibilidad magnética en cm’mol™

N= nimero de Avogadro = 6.022x10%* mol™

g= constante que depende de las caracteristicas del metal

B= magnetén de Bohr =4.67x10” cm'G™

J=constante de acoplamiento en cm™

k= constante de Boltzman = 0.695 cm™K™

T=temperatura en K

P= fraccién molar de especies no acopladas (impurezas paramagnéticas)
TIP= parametro independiente de la temperatura en cm>mol™

Esta es la ecuacion que se utilizd para ajustar la grafica de xuT vs T, minimizando la funcion:

Z[Om TP = T
Z[OmT)**P?

A partir del ajuste, realizado con la colaboracion de la Dra. Nuria Aliaga-Alcalde en la Universidad

de Barcelona, se obtuvieron los valores de las 4 variables (g,J,p,TIP) que se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Parametros del ajuste magnético para el sistema Cu,fenmeim con puente imidazolato.

g ) P TIP

Cu,fenmeim 2.04+0.01 -158+2 cm™ 7.6x10™ 120x10°cm’mol™

El andlisis de los pardmetros obtenidos nos provee informacion acerca del sistema. El valor de g es
mayor de 2.00, tal como se espera para un sistema de Cu(ll) y como se observa en estudios de
sistemas similares [24, 43, 44, 46]. El pardmetro p se refiere a las impurezas paramagnéticas que
pueda tener la muestra (que suelen ser fracciones de la muestra no acopladas) la cantidad
obtenida es menor o del orden de magnitud de las reportadas para otros sistemas con puente
imidazolato [24, 25, 42 — 44]. El valor de TIP se fijé para el ajuste, utilizando el valor promedio de

TIP para dos Cu(ll).

El valor de J establece el tipo de interaccidon que tienen los centros metalicos. El signo negativo nos
indica que la interaccidon es antiferromagnética, como ya se habia deducido del analisis de la curva
xm Vs T. La magnitud de este valor describe una interaccion muy fuerte sobre todo al compararlo

con otros sistemas que contienen al puente imidazolato [22 — 24, 42, 44, 46].
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Hay varios trabajos hechos con sistemas con puente imidazolato. Estos se pueden clasificar en dos

tipos:

1. En los primeros, el imidazolato no forma parte del ligante que mantiene a los iones
metalicos juntos.
2. Enlos segundos, donde se incluye el nuestro, el imidazolato si es parte del ligante que une

a los atomos metalicos.

Analizando los valores de J para estos dos tipos de ligantes se puede observar que para los
compuestos del primer tipo, el valor de la constante de acoplamiento va de -25 a -109 cm™ [22, 42,
44, 46], mucho menores que la obtenida en este trabajo; mientras para los ligantes del segundo
tipo los valores de J son mucho mayores y van de -96 cm™ [24] a -145 cm™ [23], més cercanos al

valor de J obtenido en este trabajo, aunque igualmente inferiores.

Por el alto valor de J, se puede deducir que se trata de un sistema con una gran interaccion
antiferromagnética. Este acoplamiento esta presente incluso a altas temperaturas pues el valor de
ymT @ 300 K es 0.65 cm>mol™, es menor que el esperado para dos centros de Cu(ll) independientes
(0.75cm®mol™ cuando g=2.0) el cual se calcula usando la ecuacién general de Curie-Weiss para
S=1/2 multiplicada por dos, es decir:

Ng*B?
3kT

2% yyT =2 % S(S+1)=0375%2=0.75cm3®mol~?!

Este acoplamiento antiferromagnético puede explicarse considerando la geometria del complejo

en estado sdlido. En él, cada Cu(ll) se encuentra pentacoordinado con una geometria de pirdmide

cuadrada distorsionada (el pardmetro T = %tiene un valor de 0.23 lo que nos habla de una gran

distorsion) [47]. Por tratarse de iones con configuracion [Ar]d® en un entorno de pirdmide
cuadrada, el orbital donde se encuentra el electrén desapareado responsable del comportamiento

magnético (orbital magnético) es el d,2_,2 en cada uno de los centros metalicos.
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Los orbitales magnéticos d,z_,2 se encuentran en el plano de la molécula, por lo que el

-y
mecanismo de interaccion mediante el puente imidazolato debe ser principalmente de tipo o. Es
probable que la distorsién de la geometria de piramide cuadrada hacia la bipirdmide triangular de
los centros metdlicos disminuya la fuerza del acoplamiento por esta via, pero favorezca el
acoplamiento a través del sistema 1 del ligante; lo que resulta finalmente en una gran interaccién

antiferromagnética.

Ahora ya sabemos que la estructura con puente imidazolato estda presente en disolucion en
valores de pH mayores a 4, la detectamos con espectroscopia UV-vis y RPE e incluso, para el
sistema Cu,fenmeim, detectamos la intensidad de su acoplamiento. Aun queda por explicar el

comportamiento electroquimico que fue una parte de la motivacidn para este trabajo.
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4.1.5 Estudios electroquimicos.

Para terminar con los estudios de caracterizacion en disolucién resulta importante hacer los
estudios electroquimicos. Como ya se menciond en la introduccién, previamente se estudié al
sistema Cu,fenmeim en MeCN:H,0 a pH=7.5 con esta técnica [13, 27]. La interpretacién de los
resultados llevé a la conclusion de que la especie puenteada no se encontraba presente a esas
condiciones; sin embargo en este trabajo hemos encontrado evidencias que muestran que la

especie si se encuentra en disolucién.

La comparacion del comportamiento del sistema con y sin puente, puede proveernos de mas
informacidn y ayudarnos a interpretar mejor los voltamperogramas. Por este motivo se realizé el

estudio electroquimico del sistema Cu,fenmeim en dos condiciones distintas en MeCN:H,0:

a. Voltamperometria ciclica del sistema Cu,fenmeim con pH=7.5 (fijado con amortiguador)
variando el potencial de inversién. En estas condiciones se encuentra formado el puente
imidazolato (Figura 22 a).

b. Voltamperometria ciclica del sistema Cu,fenmem con pH=3.8 (resultante de preparar el
complejo in-situ con adiciones de NaOH para ajustar el pH) variando el potencial de
inversién. En esta disolucion estd presente la especie con dos Cu(ll) con entornos de

coordinacién distintos (Figura 22 b).

Figura 22. Estructura de las especies Cul® (a) y CuHL* (b)

Los voltamperogramas obtenidos en MeCN:H,0 se presentan en la figura 23. Es importante notar
que la serie de voltamperogramas obtenidos en este medio a pH=7.5 reproducen aquéllos

obtenidos anteriormente (figura 9a).
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Figura 23. Voltamperogramas del sistema Cu,fenmeim en MeCN:H,0 a dos condiciones distintas:

a) pH=7.5 b) pH=3.8. Los subindices de los dtomos de Cu son los que aparecen en la figura 22.
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El andlisis previo de la serie de voltamperogramas del sistema Cu,fenmeim en MeCN:H,0 a pH=7.5
[27] se basaba en la idea de que las dos sefiales de reduccion implicaban dos sitios de Cu(ll) no
equivalentes. Puesto que es mas facil reducir al cobre que estd en el sitio bidentado del ligante
que al que estd en el sitio tridentado, la primera sefial (E=-0.45V) se asignaba al Cu(ll) di-

coordinado al ligante y la segunda (E=-0.6) al Cu(ll) tri-coordinado al mismo.

Sin embargo, puede notarse que esta interpretacion aplica mejor para la serie de
voltamperogramas a pH=3.8, que sabemos que no contiene al puente imidazolato. En ella hay dos
sefiales de reduccién en valores de potencial muy distintos: E;=0.15V y E,=-0.5V. En efecto se
puede asignar cada una de ellas a la reduccién de un cobre distinto y no equivalente. El hecho de
que la primera sefial de reduccidn sea reversible y la segunda no, nos ayudé a asignar cada una de

las sefiales de reduccion.

El Cu(ll) en este tipo de sistemas, suele estar coordinado a 5 atomos donadores formando una
piramide cuadrada, mientras que el Cu(l) suele preferir geometrias tetraédricas. Al llevarse a cabo
una reduccién, el cobre cambia de estado de oxidacidn y también de geometria preferente. Un
entorno de coordinacién que favorezca este cambio de geometria permitird que el proceso rédox

sea mas reversible.

El Cu(ll) en el sitio bidentado del ligante (Cu,), tiene dos sitios de su esfera de coordinacion
ocupados por el ligante y el resto por moléculas de disolvente. Una vez que se reduce, basta con
gue una molécula de disolvente salga de la esfera de coordinacidn y las otras se reorienten para
que cambie de geometria, el metal no debe abandonar al ligante, lo que permite que pueda re-

oxidarse en un proceso reversible.

En cambio, al Cu(ll) en el sitio tridentado (Cug) una vez que se reduce le resulta mucho mas dificil
el cambio de geometria y debe salir del ligante para estabilizarse en forma de Cu(l) tetraédrico con
moléculas de disolvente. Por lo tanto asignamos la primera seial de reduccidn (reversible) al Cu, y

la segunda al Cus.
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Una vez interpretada la serie de voltamperogramas obtenidos a pH 4acido, queda la re-

interpretacion de los voltamperogramas obtenidos a pH=7.5.

En estudios previos de sistemas dinucleares de Cu(ll) con puente imidazolato se ha observado
también la presencia de dos sefiales de reduccién [22, 23, 25, 28]. Los iones de cobre, al estar
unidos mediante un puente imidazolato, interactian muy intensamente; esto provoca que cuando
uno se reduce, el potencial del otro cambie radicalmente y asi los dos iones se vuelven no

equivalentes.

Esta resulta una explicacién viable para la serie de voltamperogramas en MeCN:H,0 a pH=7.5 ya
que sabemos, por el resto de los estudios en disolucién, que el puente si esta presente. Ademas, al
compararla con la serie obtenida a pH acido, podemos notar que las dos sefiales de reduccion
estan muy cerca la una de la otra, es decir que los sitios de cobre no son tan distintos (en realidad
no son distintos estructuralmente sino que se diferencian en el proceso electroquimico).
Finalmente, a pH=7.5 ninguno de los procesos es reversible, lo que nos hace pensar que ambos

iones deben estar en sitios tridentados del ligante.

En resumen, a pH acido no esta formado el puente y la especie presente en disolucion tiene dos
sitios no equivalentes de cobre: uno en el que el ligante tiene un sitio de interaccion bidentado y
otro tridentado, el primero se reduce mas facil y reversiblemente que el segundo. A pH=7.5, en
cambio, si estd formado el puente. Este permite que los dos sitos de cobre interactiien de manera
tan intensa que se hacen no equivalentes ante la reduccidn. En este caso también se observan dos

sefiales de reduccion, pero con menos diferencia en sus valores de potencial.

Esto concluye con los estudios de caracterizacién en disolucién de los sistemas Cu,L. La siguiente
etapa de este proyecto consiste en relacionar los resultados obtenidos hasta ahora con su

actividad catecolasa.
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4.2 Evaluacion cinética de la actividad catecolasa

Una vez que se conocieron las distintas especies de los sistemas Cu,L presentes en disoluciéon
tanto en MeOH:H,0 como en MeCN:H,0, se continud con el trabajo para hacer el segundo
objetivo del proyecto: determinar si estos sistemas son cataliticamente activos y en caso

afirmativo determinar cudl es la especie responsable de esa actividad.

Se utilizé la reaccién de oxidacion de 3,5-diterbutilcatecol (3,5-DTBC) a 3,5-diterbutilquinona (3,5-
DTBQ) para evaluar la actividad catecolasa de los sistemas Cu,L. Esta reaccion se ilustra en la figura

24.

3,5-DTBC 3,5-DTBQ
Figura 24. Esquema de la reaccidn de oxidacion modelo
Hay tres reactivos directamente involucrados en la reaccién: el 3,5-DTBC, el O, y el catalizador, y
un factor mas que debe considerarse: el pH, debido a que el paso de desprotonacién del 3,5-DTBC
puede ser importante y a que existe dependencia de la estructura del catalizador con esta
propiedad. Para una completa evaluacion catalitica, deberia medirse la influencia de estos cuatro

factores en la velocidad de la reaccion.

En este trabajo se hizo el estudio de tres de ellos: el efecto de la variacion de la concentracién de
sustrato, de la concentracion de catalizador y del pH en la velocidad de a reaccién. La evaluacién
de la influencia de la concentracién de O, no se llevd a cabo debido a los problemas técnicos que

involucra el trabajo con un gas.

El avance de la reaccidon de oxidacidon a 25°C se siguié mediante espectroscopia UV-vis. La 3,5-
DTBQ es colorida y presenta un maximo de absorcion cerca de 400 nm. En esta longitud de onda,
los coeficientes de absortividad molar de la quinona determinados experimentalmente son:

Emecn:H,0 = 1650 cm™1y eyeopm,0 = 1630 cm ™.

Para todas las determinaciones se midieron las velocidades iniciales por triplicado (minimo) para

cada punto. Se graficaron considerando el promedio y la desviacidn estandar resultante.
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Los sistemas Cu,L, como se ha mencionado a lo largo del texto, son sistemas modelo de
metaloenzimas. Por esta razén, y por lo que se ha observado antes en sistemas analogos [17, 18,
29, 30], se cree que su comportamiento en la catdlisis de la reaccién de oxidacion de 3,5-DTBC se

podra ajustar al modelo de Michaelis-Menten.

El modelo enzimdtico de Michaelis-Menten [48], considera que el proceso catalitico estd
constituido por dos etapas: la primera consiste en la formacidn reversible de un complejo (ES)
entre el catalizador (E) y el sustrato (S) y la segunda en la regeneraciéon del catalizador y la

formacién del producto (P).

k_l k
E+S ——__2 ES ——> E+P
ks

El modelo aplica la aproximacion del estado estacionario al complejo ES, se asume que su
concentracién no cambia con el tiempo, lo que implica que la velocidad de formacién y

destruccién del complejo son iguales, es decir:
d[ES]

g = FalElIS] = k4 [ES] = k,[ES] = 0

De esta ecuacion se puede despejar [ES] para obtener:

_ k4[E][S]
B =k

La concentracion total de catalizador [E]; involucrado en el proceso se encuentra de dos formas:
en forma libre [E] y en forma de complejo [ES]; por lo tanto [E];=[E]+[ES]. Como en una evaluacién
catalitica se suele conocer precisamente [E]; y no [E] resulta atil sustituir [E] por [E]=[E];-[ES]en la

ecuacion anterior:

kq

ES] = — 2
ESI =55

[S1+ ([E]r + [ESD)

k_+k,

k_i+k,
e LA Y ¥
; )

= :

)+ [ES1Is] = [£5]

Para finalmente obtener:
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La siguiente aproximacion que tiene el modelo, es la suposicidn de que la velocidad de la reaccidn
esta limitada por la segunda etapa de la reaccién: la ruptura del complejo ES. Con esta suposicion,

la ecuacion de velocidad del proceso queda asi:

b — o] = el ES]

ko tk
TR

Esta es ya la ecuacién de Michaelis-Menten, para simplificarla se nombra una nueva constante: la

constante de Michaelis K, = p
1

b k2 [E]7[S]
Ky +[S]

Finalmente, se observa una caracteristica fundamental de las reacciones enzimaticas: tienen una
velocidad maxima o de saturacidn, que se alcanza cuando todo el catalizador E; estd ocupado
formando el complejo ES, es decir [E];=[ES], en cuyo caso vy, = k,[E]r. Sustituyendo esta

expresion se llega finalmente a forma mas conocida de la ecuacion de Michaelis-Menten:

Umax [S]

" K+ 181

Para poder aplicar este modelo, se deben considerar las suposiciones que se hicieron para llegar a

él y las implicaciones que de él se derivan:

-La aproximacién del estado estacionario asume que la concentracion del complejo ES no cambia
con el tiempo. Para que sea valida, se debe trabajar con las velocidades iniciales de la reaccion,

cuando aun no hay mucho producto formado.

-La ecuacidn de Michaelis-Menten indica que la relacidn entre la velocidad y la concentracion de
catalizador, manteniendo todo lo demas constante, es lineal (ver la penultima ecuacién). Si esto

no es asi, este modelo no sera aplicable para describir al sistema.

-Del andlisis de la ecuacion, puede deducirse también que al variar la concentracidn de sustrato se
producird una curva de saturacion con forma hiperbdlica: en bajas concentraciones de sustrato la
velocidad variara de manera lineal con él y en altas concentraciones la velocidad se mantendra

constante en un valor maximo.
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-Las constantes utilizadas en este modelo tienen un significado fisico que debera ser considerado:

k, es también conocida como constante catalitica k.; y nos habla del nimero de moléculas de
sustrato que se transforman en producto por unidad de tiempo por molécula de catalizador

(nimero de recambio), una vez que el sistema llegd a su velocidad maxima.

Km por otra parte, se utiliza como indicador de la afinidad de la enzima por el sustrato. Puesto

k_i+ky . k_ . .
que Ky = 1k 2 sik, << k; entonces Ky = k—l se convierte en el equivalente a la constante de
1 1

disociacion del complejo ES. Asi un valor pequefio de Ky, indica una gran afinidad del catalizador

por el sustrato y viceversa.

Finalmente, otro pardmetro que se utiliza es la relacidn k.,/Ky. Ya que cada una de ellas nos habla
de una parte del proceso catalitico distinto, el cociente resulta un buen pardmetro para comparar
la eficiencia catalitica de distintos catalizadores o respecto a distintos sustratos. Entre mayor sea el

cociente, mas eficiente serd el catalizador.

Lo importante ahora es determinar si este modelo puede aplicarse al comportamiento de los

sistemas Cu,L en MeCN:H,0 y en MeOH:H,0.
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4.2.1 Efecto de la variacion de [Cu,L] a distintos valores de pH

Para empezar con los estudios cinéticos, se evalud el efecto de la variacion de la concentracion de
catalizador en la velocidad inicial de la reaccion de oxidacidn a distintos valores de pH. Para ello la
concentracién de 3,5-DTBC se mantuvo constante y al menos 100 veces mayor que la del
complejo, que se fue variando. Esto nos permitié considerar la concentracién del sustrato como

una constante.

En la figura 25 se muestran las graficas obtenidas para el sistema Cu,fenmeim tanto en MeOH:H,0
como en MeCN:H,0, vy en la figura 26 se presentan las graficas obtenidas para el sistema

Cu,leumeim también en ambos medios.

Como se puede observar, la relacidn entre la concentracion del catalizador y la velocidad de la
reaccion es lineal en los dos medios, en todos los valores de pH para los dos sistemas Cu,L. Esto
tiene dos implicaciones: en primer lugar indica que el orden de la reaccién respecto al catalizador
es de pseudo-primer orden en todas las condiciones. En segundo lugar, confirma que el modelo de

Michaelis- Menten es adecuado para estos sistemas.

Otra observacion importante es que la actividad crece notoriamente con el pH. La reaccién
catalizada es mucho mas rapida en valores de pH basicos. Esto se nota en los valores de actividad
para una concentracion de catalizador fija; pero también en el incremento de las pendientes de las
rectas ajustadas a los puntos experimentales, pues su valor representa la constante de velocidad
de la reaccion de pseudo-primer orden (k’). En las figuras 27 y 28 se presenta el comportamiento

de k” al variar el pH para los sistemas Cu,fenmeim y Cu,leumeim respectivamente.
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Figura 25. Grdficas de variacion de la velocidad inicial con la concentracion de Cu,fenmeim en la
reaccion de oxidacion de 3,5-DTBC tanto en MeOH:H,0 (a) como en MeCN:H,O (b).
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Figura 26. Grdficas de variacion de la velocidad inicial con la concentracion de Cuj,leumeim en la
reaccion de oxidacion de 3,5-DTBC tanto en MeOH:H,0 (a) como en MeCN:H,0 (b).
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Figura 27. Grdficas de variacion de la constante de pseudo-primer orden respecto al pH para el
sistema Cu,fenmeim tanto en MeOH:H,0 (a) como en MeCN:H,0 (b).
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Figura 28. Grdficas de variacion de la constante de pseudo-primer orden respecto al pH para el
sistema Cu,leumeim tanto en MeOH:H,0 (a) como en MeCN:H,0 (b).
En estas representaciones se puede notar que la constante de pseudo-primer orden aumenta al
aumentar el pH, la forma de las curvas es similar a la de una titulacidn, excepto que en este caso
parece tener un maximo a pH=9.0. La eficiencia de los sistemas Cu,L como catalizadores en esta

reaccién es maxima a pH=9.

Sin embargo, no se puede concluir mucho de estas observaciones, pues no se ha considerado que
el medio por si mismo podria ser capaz de catalizar la reaccién y este comportamiento podria no
deberse al catalizador. Por este motivo se realizd también un estudio del efecto de la variacion de

pH en la velocidad de la reaccién con catalizador y sin catalizador.
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4.2.2 Efecto de la variacion de pH

Para estudiar el efecto del pH en la velocidad de la reaccidon catalizada y no catalizada se hicieron
dos evaluaciones en cada uno de los medios: en la primera se mantuvieron constantes la
concentracién de sustrato y catalizador, mientras se varié el pH; en la segunda se mantuvo
constante la concentracidn de sustrato, se varié el pH y no se adiciond catalizador. Los resultados

se muestran en las figuras 29 y 30 para los sistemas Cu,fenmeim y Cu,leumeim respectivamente.
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Figura 29. Grdficas de variacion de la velocidad inicial respecto al pH para la reaccion catalizada
con Cuyfenmeim y sin catalizar tanto en MeOH:H,0 (a) como en MeCN:H,0 (b)
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Figura 30. Grdficas de variacion de la velocidad inicial respecto al pH para la reaccion catalizada
con Cu,leumeim y sin catalizar, tanto en MeOH:H,0 (a) como en MeCN:H,O (b).
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Es importante subrayar que las concentraciones de catalizador utilizadas en MeOH:H,0 y en
MeCN:H,0 son distintas debido a las diferencias de actividad que presentan los sistemas en cada
medio. En MeOH:H,0 la concentracién en celda de Cu,L es 3x10°M mientras que en MeCN:H,O es

10 veces mayor: 3x10™*M. Este factor debe tomarse en cuenta al analizar las graficas obtenidas.

En las curvas puede apreciarse que el medio bdsico si cataliza la reaccidn por si mismo. Sin
embargo, el efecto catalitico de los sistemas Cu,L es mucho mas importante en todos los casos
especialmente a pH=8.5 y pH=9.0 cuando la diferencia entre la catalisis del medio y la catalisis de
los complejos es mayor. La forma de las curvas ahora si es idéntica a una curva de titulacion con

un punto de inflexién en un pH alrededor de 8.5.

Lo que resulta mas interesante de estas graficas, es que pueden correlacionarse con los diagramas
de distribucién de especies trazados previamente (figuras 12 y 13) para determinar cudl es la
especie responsable de la actividad catalitica. La especie puenteada Cu,L" no puede ser la
responsable, pues estd presente en disolucion desde valores dcidos de pH en los cuales no es
activo el complejo. Sin embargo, por la forma de las curvas que se mantienen en valores muy
bajos de actividad hasta pH=8 donde aumenta drasticamente, podemos pensar que la especie
Cu,L(OH) es la responsable de la actividad. Esta especie empieza a formarse en valores de pH

cercanos a 8 que es precisamente cuando el catalizador comienza a ser activo.

La especie Cu,L(OH) propuesta es la que contiene al puente imidazolato y una molécula de agua
hidrolizada unida a uno de los 4&tomos de cobre. Es interesante resaltar la similitud de esta especie
con la especie enzimatica activa [7]: en ambas los dos sitios de cobre estdn fuertemente acoplados

antiferromagnéticamente y las dos cuentan con un idn hidroxilo en su estructura.

Es importante destacar que las concentraciones de Cu,L y DTBC usadas en MeCN:H,0 son 10 veces
mayores a las de MeOH:H,0, por lo que la aparente mayor actividad en MeCN:H,0 en realidad es
el reflejo de una actividad mucho menor, tanto que hubo que modificar las concentraciones de
trabajo. Se puede ver, al comparar las graficas en el mismo disolvente para cada ligante, que el
sistema Cu,fenmeim es mas activo que el Cu,leumeim. La magnitud de esta diferencia se evaluara
cuando se determinen los parametros cinéticos mas adelante, para lo cual es necesario el estudio

del efecto de la variacion de la concentracion de sustrato.

Las graficas 29 y 30 se utilizaron para elegir el pH en el que se realizé este estudio. Las mayores
diferencias entre la velocidad de la reaccidn catalizada y sin catalizar se presentan a pH=8.5y
pH=9.0, los cuales pueden considerarse como valores de pH éptimos para los catalizadores. En
nuestro grupo de trabajo se ha trabajado con varios sistemas a pH=8.5, asi que se eligid este valor

de pH por ser éptimo para los sistemas Cu,L y para facilitar la comparacién entre los complejos.
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4.2.3 Efecto de la variacion de [3,5-DTBC]

El dltimo experimento para completar el estudio catalitico es el del efecto de la variacién de la
concentracién de sustrato en la velocidad de la reaccidn, a partir del cual se pudieron obtener las
constantes cinéticas que permiten la comparacién con otros sistemas. Para realizar este estudio se
mantuvo constante la concentracidon de catalizador y se varié la concentracién de sustrato. Los

puntos obtenidos se presentan en naranja en las figuras 31y 32.
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Figura 31. Ajuste de tipo Michaelis-Menten a los puntos experimentales de la variacion de la
velocidad inicial respecto a la concentracion de sustrato para la reaccion catalizada con
Cu,fenmeim tanto en MeOH:H,0 (a) como en MeCN:H,0 (b).
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Figura 32. Ajuste de tipo Michaelis-Menten a los puntos experimentales de la variacion de la
velocidad inicial respecto a la concentracion de sustrato para la reaccion catalizada con
Cu,leumeim tanto en MeOH:H,0 (a) como en MeCN:H,0 (b).
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El comportamiento de los sistemas Cu,L es distinto en cada uno de los medios utilizados. Los
sistemas son mucho mas activos en MeOH:H,0 que en MeCN:H,0, situacidn que se ha observado
previamente en el grupo de trabajo [18, 29, 30], es tal la diferencia que incluso las condiciones que
se utilizaron fueron distintas en cada medio: las concentraciones de catalizador y sustrato
utilizadas en MeCN:H,0 tuvieron que ser mayores que aquellas en MeOH:H,0 y la relacion
sustrato/catalizador se pudo variar Gnicamente de 10 a 250 veces en MeOH:H,0 mientras que en

MeCN:H,0 pudo trabajarse en relaciones de 30 hasta 1500 veces.

El trabajo en MeCN:H,0 resulta mucho mas sencillo por la menor actividad que presentan los
sistemas en este medio. Esto puede notarse en, al menos, dos aspectos: primero, en MeCN:H,0
fue posible trabajar hasta mayores proporciones 3,5-DTBC/Cu,L sin que el comportamiento
cinético se saliera de control y segundo, las barras de error son menores en este medio que en

MeOH:H,0.

El hecho de que en MeCN:H,0 se haya trabajado con una mayor proporcion catalizador:sustrato
nos permitid detectar 2 tipos de comportamiento en este medio: desde la proporcion 1:30 hasta
1:250, el comportamiento que se observa se ajusta al modelo de Michaelis Menten (linea morada
en las figuras 31 y 32); sin embargo en proporciones mayores el comportamiento que se observa
es lineal. Para explicar este cambio de comportamiento se requeriria un estudio cinético mucho
mas extenso, lo que es importante es subrayar que el cambio de comportamiento cinético al variar
la proporcidn entre catalizador y sustrato se ha observado previamente en otros trabajos con

sistemas modelo [7, 11].

Es este punto es importante mencionar que probablemente existan otros modelos, como el de
saturacidn no catalitico, que también se ajusten a los datos obtenidos e incluso que puedan
ajustar las dos tendencias observadas. Sin embargo, los parametros de Michaelis-Menten son los
utilizados dentro de nuestro grupo y fuera de él por lo que se trabajé con este modelo con fines

comparativos, considerando siempre el intervalo en el que los datos se ajustan al modelo.

Resulta interesante mencionar que el intervalo en que los sistemas Cu,L se ajustan al modelo de
Michaelis en MeCN:H,0 es exactamente igual al utilizado para evaluar la actividad de los

catalizadores en MeOH:H,0. Esto no se planeé asi pero resulté una coincidencia afortunada.

En MeOH:H,0, los sistemas se ajustan al modelo de Michaelis Menten en todo el intervalo de

concentraciones trabajado. Para ambos sistemas Cu,L, pero especialmente para Cu,fenmeim,
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solamente se logrd observar la parte inicial de la hipérbola que esperabamos. Se intentd obtener
puntos a mayores concentraciones de 3,5-DTBC pero la reaccion es tan rapida que no se lograba
determinar la velocidad inicial. De hecho, particularmente para el sistema Cu,fenmeim, las
mediciones cataliticas fueron muy complicadas, pues el sistema es muy rapido y determinar la

velocidad inicial no fue sencillo.

Los ajustes de los datos experimentales al modelo de Michaelis-Menten se realizaron en el

programa Origin. Los parametros obtenidos se presentan a continuacion:

Tabla 6. Parametros cinéticos de los sistemas Cu,fenmeim y Cu,leumeim a pH=8.5 en MeOH:H,0 y

MeCN:H.0.
Rz KM Vmax [CUZL] (M) kcat kcat/KM

Cu,fenmeim | MeOH:H,0 | 0.989 | 0.00098 | 2.92x10° | 1x10° 0.292 299
MeCN:H,0 | 0.987 | 0.00207 | 2.98x10° | 2x10° 0.149 72

Cu,leumeim | MeOH:H,O | 0.994 | 0.00120 | 1.86x10° | 1x10° 0.186 155
MeCN:H,0 | 0.997 0.0032 | 3.76x10° | 2x10° 0.188 59

El parametro que resulta mas importante para la comparacidn es k.:/Ky pues éste expresa la
eficiencia catalitica. Para los dos sistemas Cu,L este pardmetro es mayor en MeOH:H,0, lo que nos
habla de una mayor actividad en este medio, tal como ya se habia observado. Esta situacion se
debe a que el acetonitrilo, por ser mas blando que el metanol [49, 50], estabiliza mejor al Cu(l),
tanto que el proceso de regeneracién del catalizador se hace demasiado lento y esto afecta su

actividad catalitica.

Por otro lado, en ambos medios la actividad del sistema Cu,fenmeim es mayor. En MeCN:H,0 esta
diferencia no es demasiado significativa, pero en MeOH:H,0 es casi dos veces mads activo que el
sistema Cu,leumeim. La Unica diferencia entre los dos sistemas es el radical R del aminoacido
utilizado (figura 6) que es un anillo aromatico en el caso del fenmeim y una cadena alifatica
ramificada en el caso del leumeim. La explicacidon de la diferencia de actividades no es sencilla,
podria deberse a que el grupo aromatico del ligante fenmeim presentara una interaccién i con el
3,5-DTBC o a que el grupo alifatico ramificado del leumeim provocara un mayor impedimento
estérico con los grupos terbutilo del 3,5-DTBC. Sin embargo para aclarar este punto se requeririan

mas estudios sistematicos con otros ligantes andlogos.
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Otro parametro interesante es la Ky, esta es una constante que nos habla de la afinidad del
catalizador por el sustrato y mientras menor es, mayor es la afinidad. En ambos medios el sistema
Cu,fenmeim tiene un valor menor de Ky, este sistema es en efecto mas afin al catalizador como ya
se discutié en el parrafo anterior. También se observa que para ambos sistemas Ky es mayor en

MeOH:H,0 que en MeCN:H,0, tampoco nos sorprende por lo discutido previamente.

Finalmente, podemos resumir los resultados que se obtuvieron del estudio cinético:

- Los sistemas Cu,L son mds activos en valores de pH mayores, siendo sus valores de pH
Optimo 8.5y 9.0.

- Por este motivo, correlacionando con lo obtenido en la etapa previa del trabajo, puede
asignarse como especie activa a la que contiene al puente imidazolato y una molécula de
disolvente hidrolizada Cu,L(OH).

- Ambos sistemas son mucho mas activos en MeOH:H,0 que en MeCN:H,0 debido a las
propiedades de dureza de los disolventes.

- El sistema Cu,fenmeim es mas activo que el Cu,leumeim en ambos medios. Puede deberse

a interacciones con el sustrato o a impedimento estérico.
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Capitulo 5. Conclusiones

Los sistemas Cu,L en H,0, MeOH:H,0 y MeCN:H,0 presentan equilibrios dependientes del pH
entre las especies Cu,HL*, Cu,L* y Cu,L(OH). En valores de pH acido predomina la especie Cu,HL*
qgue contiene dos sitios de cobre no equivalentes, unidos a un sitio di- y otro tri-dentado del
ligante. La especie puenteada (Cu,L") se encuentra en disolucién a partir de pH= 4 y predomina en
valores de pH cercanos a 7. Finalmente a pH basico esta especie puede perder el protdn de una de

las moléculas de disolvente coordinadas sin que la especie puente desaparezca (especie Cu,L(OH)).

La especie que contiene al puente imidazolato Cu,L", es responsable de la aparicién de una sefial
cercana a 400 nm y el desplazamiento de otra a 670 nm en el espectro UV-visible. Puede
detectarse también mediante RPE, pues la formacidon de esta especie permite el acoplamiento
antiferromagnético entre los dos iones metalicos, desapareciendo la sefial de RPE. La interaccién
antiferromagnética entre los centros metalicos en la especie puenteada es muy grande y su

magnitud se determind mediante estudios magnéticos del sistema Cu,fenmeim en estado sdlido.

El comportamiento electroquimico de la especie con puente imidazolato nos indica que los cobres
puenteados, aunque estructuralmente equivalentes, no son equivalentes frente a la reduccién,
obteniéndose dos sefiales de reduccidon con potenciales cercanos; a diferencia de la especie

Cu,HL* sin puente, para la que se obtienen potenciales muy separados.

Los sistemas Cu,L son activos cataliticamente en la reaccion de oxidacién de 3,5-DTBC. El puente
imidazolato si tiene un efecto en la actividad catalitica pues la especie responsable de la actividad,
gue es mayor a pH basico, es la especie con puente e hidrolizada Cu,L(OH). El comportamiento de

estos sistemas se ajusta a una ecuacion del tipo Michaelis-Menten.
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Capitulo 6. Parte experimental

La metodologia empleada en cada una de las etapas del proyecto se detalla a continuacidn, luego

de la descripcion detallada del equipo y los reactivos utilizados.

6.1 Reactivos utilizados

A continuacion se enlistan los reactivos usados en la realizaciéon de este proyecto, estos fueron

empleados tal y como fueron adquiridos.

Tabla 7. Nombre, formula, marca y pureza de los reactivos utilizados en este proyecto.

Compuesto Férmula P.M. (g/mol) Marca Pureza
2-metilimidazol C4HgN, 82.11 Sigma-Aldrich | 99%
Formaldehido CH,0 30.03 Mallinckrodt 37% A.R.
L-fenilalanina CsH1:NO, 165.19 Sigma-Aldrich | 99%
L-leucina CsH13NO, 131.18 Aldrich 99%
Hidréxido de sodio NaOH 39.99 J.T. Baker 98.4%

Acido Perclérico HCIO, 100.42 Mallinckrodt 70%

Acido nitrico HNO; 63.01 J.T. Baker 65.2%

Nitrato de Potasio KNO; 101.11 Aldrich 99+% A.C.S.
Perclorato de sodio NacClO, 122.44 Sigma-Aldrich | 98+% A.C.S.
Nitrato de Cobre Cu(NOs),.2.5H,0 241.6 J.T.Baker 99.9%
Perclorato de Cobre Cu(Cl0O,),6H,0 370.43 Aldrich 98%

Biftalato de potasio KCgH50,4 204.23 Aldrich 99.95-100.05%
Acido succinico C4HgO, 118.09 Mallinckrodt A.R.

TRIS C,H11NO;3 121.14 Aldrich 99.9+% ultrapure
HEPES CgH1gN,0,S 238.3 Aldrich 99.5% titration
3,5-DTBC C14H»0, 222.33 Sigma-Aldrich | 99%

Metanol CH,0 32.04 Sigma-Aldrich | >99.9%
Acetonitrilo C,HsN 41.05 Sigma-Aldrich | >299.5%
Etanol C,HsO 46.07 J.T. Baker 99.9%
Acetona C3HgO 58.08 Sigma-Aldrich | 99.5%
Nitrégeno comprimido | N, 28.02 Praxair N.A.

Hidréxido de potasio | KOH 56.11 Merck 85%

Buffer pH=4.00 KCgHsO, N.A. Sigma-Aldrich | N.A.

(Biftalato de potasio)

Buffer pH=7.00 Na,HPO, + NaH,PO, | N.A. Sigma-Aldrich | N.A.

(fosfato de sodio

dibasico + fosfato

monobasico)

Buffer pH=10.00 Na,CO; + NaHCO; N.A. Sigma-Aldrich | N.A.
(carbonato de sodio +

bicarbonato de sodio)

EDTA disédico CioH14N;Na,042H,0 | 372.18 J.T. Baker 99.3%
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6.2 Equipo utilizado

Las caracteristicas de los equipos utilizados para los distintos estudios realizados se detallan en la

tabla que se presenta a continuacion:

Tabla 8. Especificaciones de los equipos utilizados en los estudios realizados en este proyecto.

Estudios realizados Equipo utilizado

Potenciometria Titulador automatico con dosificador 702 SM Titrino (metrohm) y
agitador 728 Stirrer.

Electrodo Ecotrode Plus (metrohm).

Software Tiamo, titration and more 3.1 (metrohm).

Espectrofotometria y Espectrofotémetro Agilent 8453.
estudios cinéticos UV-Visible Chemstation Software.

Resonancia Paramagnética | Equipo Bruker FA-300, ELEXIS 500, USAI
Electronica

Electroquimica Potenciostato/ galvanostato AUTOLAB PGSTAT 100
Estudios Magnéticos Magnetdmetro de disefio cuantico SQUID MPMS-XL
En la “Unitat de Mesures Magnetique” de la Universidad de
Barcelona
Caracterizacion de los Andlisis Elemental. Fisons AE 1108, USAI.
compuestos solidos Resonancia Magnética Nuclear, Unity INOVA 300MHz (Varian), USAI

Espectrofotémetro FT-IR, Spectrum RX1 (Perkin Elmer), USAI.

6.3 Metodologia

6.3.1 Sintesis

Los ligantes fenmeim y leumeim habian sido preparados anteriormente en el grupo de trabajo, y
los procesos de sintesis estan descritos. [13, 26]. Para realizar este trabajo se repitié la sintesis, a

continuacién se describe el procedimiento llevado a cabo.
6.3.1.1 Sintesis del ligante fenmeim

Se disolvieron 2.05g (0.025moles) de 2-metilimidazol en 150mL de agua. Se le adicionaron 8.25g
(0.05moles) de L-fenilalanina y se formd una suspension a la que se le adicionaron unas gotas de
KOH hasta conseguir la disolucion. Gota a gota se le adicionaron 6mL (0.075moles) de una
disolucién al 37% de formaldehido mezclados con 20mL de agua. El pH de la mezcla resultante se

ajustd a pH=12 con KOH vy el sistema se dejé bajo agitacidn y calentamiento a 55°C durante 24
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horas. Luego de este tiempo, la solucién se neutralizd con acido acético (hasta pH=7, pues el

punto isoeléctrico calculado para el ligante es de 7.3).

Se formé un sélido con consistencia de engrudo, éste se filtré y se enjuagd con agua (para quitar
acetatos) y con etanol (para romper la emulsién y secar el producto). El filtrado se dejo agitando
una noche con agua y etanol, se filtré y se volvié a lavar con etanol, moliendo los grumos
existentes. Se filtrd de nuevo y se lavd con acetona bajo un ligero calentamiento. Luego de unas
horas agitando en acetona se filtré de nuevo y se obtuvo un polvo fino y blanco que se caracterizo
mediante IR (sefiales: ancha de 3500 a 300 cm™ de los &cidos carboxilicos, 3400 cm™ de los
aromaticos, 2500 cm™ de las aminas protonadas, 1495 cm™ de los enlaces N=C y N-C de imidazol,
1609 cm™ del acido carboxilico, alrededor de 3000 cm™ de los metilos y metilenos), andlisis
elemental (C,4H,3sN;04.3H,0 experimental[tedrico]: Carbono 58.65[58.76], Nitrogeno 11.54[11.42]
e Hidrégeno 6.46[6.99], todos con error menor al 5%) y RMN *H para confirmar que se trataba del

ligante fenmeim. El rendimiento obtenido de la reaccién fue aproximadamente de 34%.
6.3.1.2 Sintesis del ligante leumeim

Se disolvieron 2.05 g (0.025 moles) de 2-metilimidazol en 150 mL de agua. Se le adicionaron 6.56 g
(0.05 moles) de L-leucina y se formé una suspension a la que se le adicionaron unas gotas de KOH
hasta lograr la disolucién completa. Gota a gota se le adicionaron 6mL (0.075 moles) de una
disolucién al 37% de formaldehido mezclados con 20mL de agua. El pH de la mezcla resultante se

ajustdé a pH=12 con KOH vy el sistema se dejé bajo agitacidn y calentamiento a 55°C durante 6 dias.

Se obtuvo una solucidon naranja que se llevd a pH=7.5 con acido acético. No se observd la
formacién de precipitado, por lo que se dejo con vacio durante 1 noche. Se obtuvo un gel que se
filtré y se lavé 3 veces con metanol. Luego de los lavados se obtuvo un sélido blanco que se
caracterizé mediante IR (sefiales: ancha de 3500 a 300 cm™ de los acidos carboxilicos, 2500 cm™ de
las aminas protonadas, 1495 cm™ de los enlaces N=C y N-C de imidazol, 1582 cm™ del acido
carboxilico desprotonado, 2870 cm™ de los metilenos del aminodcido, alrededor de 1370 cm™ de
los isopropilos y entre 1200 y 1000 cm™ de las aminas secundarias), analisis elemental
(C1gH33N404.3H,0  experimental[tedrico]: Carbono 51.26[51.17], Nitrégeno 12.98[13.26] e
Hidrégeno 8.75[9.07], todos con error menor al 5%) y RMN 'H para confirmar que se trataba del

ligante leumeim.
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6.3.1.3 Sintesis del complejo Cu,fenmeim

El complejo Cu,fenmeim se prepardé mezclando 4.9 g de fenmeim (0.01 moles) con 4.6 g de
Cu(NO3), en 50 mL de la mezcla MeCN:H,0 (en proporcidon 1:1), con la fraccion acuosa
amortiguada a pH=7.5 con HEPES. Se dejé evaporar el disolvente por varios dias hasta que el
complejo cristalizé. Se analizo la celda unitaria de los complejos para asegurar que se trataba del

mismo complejo antes sintetizado [27].

6.3.2 Especiacion y caracterizacion de las especies presentes en disolucién

6.3.2.1 Estudios potenciométricos

Los estudios potenciométricos se realizaron en 3 medios distintos: H,0, MeOH:H,0 y MeCN:H,0.
Sin importar el medio de trabajo, el equipo debe prepararse para llevar a cabo las titulaciones. A
continuacién se enumeran los pasos realizados cada vez que se inicié una serie de titulaciones

para alistar el equipo y las disoluciones de referencia:

i Activacién del electrodo. Se sumergié la punta del electrodo por 3 minutos en acido 0.1 M,
se enjuago y se sumergid 3 minutos en NaOH 0.1 M. Este proceso se realizé por triplicado.
ii. Calibracion del electrodo. El electrodo siempre se debe calibrar en agua para realizar la
normalizacién de las disoluciones de dacido y sosa. La calibracién se realizd con 3
amortiguadores de pH=4, 7 y 10 respectivamente, a 25°C.
iii. Preparacion de disoluciones para normalizaciones.
a. NaOH aproximadamente 0.1M en agua. Primero se preparé NaOH saturada para
precipitar sus carbonatos, colocando en un vial 6g de NaOH y adicionando 9mL de
H,O destilada. Luego de dejar reposar un par de dias, se tomaron
aproximadamente 2/3 partes esta solucidén concentrada y se llevaron a 1L con
agua destilada hervida.
b. HCIO, aproximadamente 0.1M (500mL) en agua. Se hizo la dilucién directamente
midiendo 4.275mL del 4cido concentrado y llevando a 500mL con agua destilada.
c. Biftalato de potasio 0.02M en agua (100mL). El biftalato de potasio es un patrén
primario, por lo que se conserva en la estufa evacuada para que no esté humedo.
Se pesaron 0.4085g lo mds rapido posible para evitar humedad y la pesada se usé

como referencia para la normalizacion.
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Vi.

Vii.

Preparacion del equipo. Se lavaron los contenedores y las mangueras del titulador con
agua destilada y posteriormente con las disoluciones de 4cido y base preparadas
anteriormente. Posteriormente se rellenaron los contenedores.
Normalizacion del hidréxido de sodio con el biftalato. Se titularon por triplicado 25mL de
la disoluciéon de biftalato con NaOH. A partir de los datos obtenidos se calculd la
concentracion de la sosa (distinta en cada ocasién).
Verificacion de que la NaOH no contenga un exceso de carbonatos (mas del 5%). La
determinacidn del contenido de carbonatos en la base se hizo mediante el método de
Gran [30] y consisti6 en lo siguiente:
a. Se determind el punto de equivalencia de la titulaciéon de acido fuerte con base
fuerte por el método de la segunda derivada.
b. Alos puntos antes del punto de equivalencia se les aplicé la siguiente funcion:
@1 = (Vipe +v) = 107PH
c. Alos puntos después del punto de equivalencia esta otra:
@2 = (Vige +v) * 10PH
d. Se graficd, en la misma grafica, la funcidén ¢ contra el volumen de NaOH agregado
e. A cada una de las tendencias se les aplicd una regresion lineal
f. Las ecuaciones resultantes se igualaron a cero, con lo que se obtuvieron los
valores de x; y x, correspondiendo x; a los puntos antes del punto de equivalencia
Y X, a los de después.
g. Los valores de x; y x, se introdujeron en la siguiente ecuacién para obtener

directamente el porcentaje de carbonatos en la muestra:

%C02~ = xzz;xle
Estandarizacion del acido utilizado. Se hizo una dilucién de HCIO, a partir de la disolucion =
0.1M preparada previamente tomando 20mL y llevando a 100mL con una disolucién 0.1M
de NaClO, en agua destilada para fijar la fuerza idnica. Esta disolucién se titulé por
triplicado con la sosa normalizada para obtener la concentracion real de acido (distinta en

cada ocasion).

Estas siete acciones son necesarias para las titulaciones en cualquier medio. A partir de este punto

algunos pasos son distintos para cada uno de los medios estudiados. A continuacion se describen

los procedimientos utilizados: primero para agua que es el medio mas sencillo y luego para

MeOH:H,0 y MeCN:H,0 que requieren un paso de calibracion adicional.
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6.3.2.1.1

6.3.2.1.2

Titulaciones en H,0

Preparacion de las disoluciones de interés.

a.

Preparacion de la disolucién de ligante completamente protonado. Se prepararon
100mL de la disolucién de ligante 1x10°>M. Se agregaron 5 equivalentes de &cido
para asegurar la protonacion total. Las adiciones de dacido se hicieron con el
dosificador del titulador automatico (precisién de 0.001 mL) y se controlaron
desde el software tiamo. El aforo se alcanzé con NaClO4 0.1 M para fijar la fuerza
idnica.

Preparacion del ligante completamente protonado con cobre. Se prepararon
100mL de la disolucién del sistema Cu,L 1x10° M partiendo de una disolucién
estandarizada de Cu(ll) y del ligante en sélido. De nuevo se agregaron 5

equivalentes de acido con el dosificador y se fijo la fuerza idnica con NaClO,.

Realizacion de las titulaciones:

C.

d.

En la celda se colocaron 25 mL de la disolucidn de interés.

Se agit6 la disolucidn con burbujeo constante de nitréogeno durante 10 minutos.
Manteniendo el burbujeo, se hicieron adiciones de 0.01mL de NaOH registrando el
valor de pH después de cada adicion y hasta que éste llegd a un valor de 13.

Para cada disolucidn las titulaciones se realizaron por triplicado.

Titulaciones en MeOH:H,0

Antes de realizar las titulaciones en MeOH:H,0 es necesario calibrar el electrodo en este medio.

Esta calibracién se realiza mediante los siguientes pasos:

Preparacion del amortiguador. Se utilizé6 un amortiguador de succinatos en la mezcla 1:1

MeOH:H,0 (44% en peso de MeOH) con pH=4.94. Este amortiguador debe tener 0.01

mol/kg de acido succinico y 0.01 mol/kg de succinato [37].

Para su preparacion se pesaron 0.2124 g (1.8x10° moles) de &cido succinico y se

adicionaron 2.205 mL de NaOH 0.2048 M (4.5x10™* moles). Luego se adicionaron 50mL de

MeOH y 47.795 mL de agua (50-2.205 mL).

Calibracion directa del electrodo con un solo punto. Se sumergid el electrodo en el

amortiguador preparado anteriormente a 25°C vy se fijé el pH en 4.94.
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iii. Preparaciéon de una disolucién = 0.02 M de acido fuerte en la mezcla MeOH:H,0. Se

prepararon 100mL de una disoluciéon 0.02 M de HCIO, a partir de una disolucién de este

acido previamente estandarizada. El aforo se alcanzd con la mezcla MeOH:H,0 a la que se

le fijé el valor de fuerza idnica a 1=0.1 M con NaClO,.

iv. Titulacién de un acido fuerte en MeOH:H,0 con NaOH acuoso. Este paso es fundamental

en la calibracién, pues con estas titulaciones determinaremos la eficiencia del electrodo y

con este valor corregiremos los valores obtenidos de las titulaciones de nuestros sistemas.

a.

b.

d.

e.

Se colocaron 25 mL de la disolucion de dcido previamente preparada en la celda.
La disolucidn se agitd con burbujeo de nitrégeno durante 10 minutos.
Manteniendo el burbujeo, se adicionaron con el dosificador 0.1 mL de NaOH. Se
midié el pH y el valor de E, ambos se registraron.

Se realizd el mismo procedimiento (paso c) hasta llegar a 4 mL adicionados.

La titulacion se realizo por triplicado.

v. Obtencidon del parametro E; [39].

a.

Se graficaron los pares de valores (pH,E)

b. Los puntos obtenidos se modelaron con la ecuacidn que se presenta a

continuacién, fijando el valor de E; en 1 inicialmente.

- pHexp

pHcal
PHeorr = pHexp + [ pHoo) Ef

Donde:

pH.= pH corregido por la eficiencia de la celda

PHexo= PH leido por el electrodo

pH.i= pH con el que se calibrd (4.95 en este medio)

E¢«= eficiencia de la celda.

El valor de E; se fue cambiando hasta obtener una linea que se ajustd a los datos y
con una pendiente de -59.16 (coeficiente de la ecuacién de Nernst cuando n=1).

El valor de E; asi obtenido es el parametro de eficiencia de la celda que se utilizé

para corregir los datos obtenidos de las titulaciones en MeOH:H,0.

En este punto, el equipo estd listo para titular disoluciones en MeOH:H,0. Para poder utilizar la

NaOH acuosa como titulante, es necesario que el volumen de ésta adicionado no exceda al 10% de

la mezcla total para no alterar la proporcién MeOH:H,0 y que la calibracién realizada sea valida.
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vi. Preparacién de las disoluciones de interés. Este punto es idéntico a las titulaciones en
agua, sélo cambia la disolucién con la que se alcanzo el aforo.

a. Preparacién de 100 mL de la disolucién de ligante 1x10°M completamente
protonado. El aforo se alcanzé con la mezcla MeOH:H,0 con NaClO, 0.1M para
fijar la fuerza idnica.

b. Preparacién del 100mL de la disolucion de ligante completamente protonado con
cobre [Cu,L]= 1x10°>M. El aforo se alcanzé con la mezcla MeOH:H,0 con NaClO,
0.1M para fijar la fuerza idnica.

vii. Realizacion de las titulaciones. Los pasos seguidos son los mismos que los enlistados para
las titulaciones en agua.
viii. Correccién de los valores de pH obtenidos. Los valores de pH obtenidos directamente de la

lectura del electrodo, se corrigieron mediante la ecuacidn previamente presentada:

Ef * pHexp

H.,; — pH
PHcorr = PHexp + [M

PHcq

Los valores de pHc, son los que se utilizaron para el analisis de datos con el programa

Hyperquad 2003.

6.3.2.1.3 Titulaciones en MeCN:H,0

El procedimiento para realizar las titulaciones en MeCN:H,0 es muy similar al empleado para

MeOH:H,0, sélo cambia el amortiguador que se utiliza.

En MeCN:H,0 el amortiguador utilizado estd hecho de biftalato de potasio 0.05mol/kg en la
mezcla MeCN:H,0 1:1 v:v (43.88% en porcentaje en peso) y fija un pH=5.37 [38]. Para realizarlo se
pesaron 0.5106g de biftalato de potasio y se adicionaron 50g de la mezcla MeCN:H,0.

Al igual que para MeOH:H,0, el electrodo se calibré con un punto y se realizaron las titulaciones
de 4cido fuerte en la mezcla con NaOH acuosa para determinar E;. Posteriormente se realizaron las
titulaciones de las disoluciones de interés y los valores de pH se corrigieron con el valor de E;

obtenido y la ecuacidn antes descrita.
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Nota:

El procedimiento de los estudios potenciométricos se detallé para las titulaciones en las que se
emplearon percloratos como contraiones. Sin embargo, para el ligante fenmeim en los tres medios
las titulaciones también se realizaron usando nitratos como contraiones. El procedimiento que se
siguid es el mismo, Unicamente cambio el acido empleado (en este caso HNQOs) y la sal con la que

se fijé la fuerza idnica (KNOs).
6.3.2.2 Estudios espectrofotométricos

Los estudios espectrofotométricos se realizaron también en los 3 medios: H,0, MeOH:H,0 y
MeCN:H,0, y consistieron en seguir espectrofotométricamente una titulacién potenciométrica, de

manera que se pueda correlacionar los espectros electrénicos con el valor de pH del medio.

Se titularon 25mL de una disolucién de Cu,L 1x10>M + 5 equivalentes de acido en cada uno de los
3 distintos medios, haciendo adiciones de 0.1mL de NaOH 0.1M en agua con el dosificador del
titulador automatico. Luego de cada adicién se media el valor de pH, se sacaban
aproximadamente 3mL de la mezcla de reacciéon y se obtenia su espectro de absorcion. La
disolucién retirada se regresaba con precaucion a la celda potenciométrica y se hacia la siguiente

adicion.

La fuerza idnica de las disoluciones de Cu,L se fijé I=0.1M con KNO; para el sistema Cu,fenmeim y
con KCIO, tanto para Cu,fenmeim como para Cu,leumeim. El acido utilizado en cada caso fue el

correspondiente al anidn utilizado.
6.3.2.3 Estudios mediante RPE

Los estudios mediante RPE se realizaron para el sistema Cu,fenmeim, tanto en H,0 como en
MeOH:H,0 y para el sistema Cu,leumeim en MeOH:H,0 Unicamente. Estos consistieron en evaluar

el efecto del cambio de pH en la sefial de RPE producida por el compuesto.

Con la intencién de usar condiciones similares a las de las titulaciones potenciométricas se
prepararon 5mL de cada una de las disoluciones descritas en la tabla 9 para el sistema
Cu,fenmeim y en la tabla 10 para el Cu,leumeim, donde se presenta la composicion de cada

solucidn asi como el procedimiento utilizado para su preparacion:
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Tabla 9. Disoluciones del sistema Cu,fenmeim en H,O y MeOH:H,0 para los estudios mediante RPE.

Preparacion (10mL totales)
dis. Composicion pH en pH en mL mLHNO; | mLNaOH
agua MeOH:H,0 | Cu(NOs3), | 0.0994M | 0.1336M
0.1959M
a 1fenmeim + 2Cu(ll) + 1H" 2.76 2.55 0.05 0.05 -
b 1fenmeim + 2Cu(ll) 3.06 2.72 0.05 - -
c 1fenmeim + 2Cu(ll) + 10H- 3.82 3.52 0.05 - 0.037
d 1fenmeim + 2Cu(ll) + 20H- 4,51 4.74 0.05 - 0.075
e 1fenmeim + 2Cu(ll) + 30H- 6.21 6.36 0.05 - 0.1123

Tabla 10. Disoluciones del sistema Cu,leumeim en MeOH:H,O0 para los estudios mediante RPE.

Preparacion (5mL totales)
dis. Composicion pH en mL mL HNO3; | mL NaOH
MeOH:H,0 | Cu(NOs), 0.1M 0.1M
0.1542M
a 1leumeim + 2Cu(ll) + 1H* 2.77 0.065 0.05
b lleumeim + 2Cu(ll) 2.91 0.065 - -
c 1lleumeim + 2Cu(ll) + 10H- 3.26 0.065 - 0.05
d 1lleumeim + 2Cu(ll) + 20H- 4,50 0.065 - 0.1
e 1lleumeim + 2Cu(ll) + 30H- 6.25 0.065 - 0.15
f 1lleumeim + 2Cu(ll) + 30H- 9.4 0.065 - 0.25

En ambos medios las disoluciones se prepararon de la misma manera, lo que cambié fue el

disolvente utilizado para alcanzar el aforo.
6.3.2.4 Estudios magnéticos en estado soélido

Las mediciones magnéticas de la muestra cristalina de Cu,fenmeim con puente imidazolato se
realizaron en la “Unitat de Mesures Magnétiques” de la Universidad de Barcelona. El andlisis de
los resultados fue realizado bajo la asesoria y colaboracién de la Dra. Nuria Aliaga Alcalde de esta

misma institucion.

Las mediciones se realizaron en el SQUID en el intervalo de temperaturas de 2 a 300K. El campo
magnético utilizado fue de 0.05T para las temperaturas de 2 a 30 Ky de 1.0 T para temperaturas
de 30 a 300 K. El ajuste de los resultados para obtener los parametros J y g se hizo en Origin [51],

minimizando la funcién R o factor de ajuste, que se define como:
R= 2[(mT)™® = ()12 (mT) 1
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Donde:

ym= susceptibilidad molar en cm®mol™

T =temperatura en K

(...)¥"= magnitud determinada experimentalmente

(...)® = magnitud calculada

6.3.2.5 Estudios electroquimicos

El sistema Cu,fenmeim se estudié mediante voltamperometria ciclica. Para ello se utilizd un
arreglo de tres electrodos:
- Como referencia se utilizd un electrodo de Ag/AgCl .
- Como electrodo de trabajo se usé uno de carbén vitreo con area de 0.071 cm®.
- Para utilizar como electrodo de sacrificio o auxiliar, se construyé un compartimiento con
un alambre de platino en la mezcla MeCN:H,0 que se puso en contacto con la disolucidon

de trabajo mediante una punta Vicor.

Los estudios de voltamperometria ciclica se realizaron para dos sistemas distintos:
a. Cu,fenmeim 1x10°M en MeCN:H,O con pH=7.5, fijado con HEPES 0.1M.
b. Cu,fenmeim 1x10° M en MeCN:H,O con pH=2.8 (pH natural de la disolucién en este

medio), sin utilizar amortiguador.

Para cada sistema se trabajé con una ventana de potencial distinta. Para el sistema con pH=7.5, se
trabajé de -0.9 a 0.7 V, mientras que para el sistema con pH=2.8 la ventana se amplié al intervalo
de -0.9 a 1.1 V. Para ambos sistemas, los voltamperogramas se iniciaron desde el potencial de
corriente nula (Ei-o) y se realizaron a una velocidad de barrido de 100 mV/s. El potencial de

inversion (E.;) se varié de 0.1 V en 0.1 V para facilitar la asignacion de sefiales.
Para evitar la presencia de oxigeno, las disoluciones se mantuvieron en una atmosfera de N,

enriquecido con MeCN:H,0. Esto para evitar la evaporacién del disolvente, pues implica un cambio

en la composicion del disolvente y en la concentracién del soluto.
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El procedimiento seguido se presenta a continuacion:
1. Preparacién de disoluciones:

i. Amortiguador: se preparé HEPES 0.2M en H,0 y se mezcld 1:1 con MeCN.

ii. Disolucién 1x10>M de Cu,fenmeim en MeCN:H,0 a pH=7.5. Se pesé el ligante y se le
afiadié la cantidad estequiométrica de Cu(NOs), estandarizado, se aford con la mezcla
preparada en el paso anterior.

iii. Disoluciéon de Cu,fenmeim en MeCN:H,0 a pH natural. Se pesd el ligante y se le
afiadié la cantidad estequiométrica de Cu(NO;), estandarizado, se aford con
MeCN:H,0. Se midio su pH.

2. Maediciones electroquimicas para cada sistema:

i. Se colocaron 5mL de la disolucién de trabajo en la celda.

ii. Se agitéy se burbujed N, enriquecido con MeCN:H,0.

iii. Se detuvo la agitacidn y el burbujeo y se obtuvo el primer voltamperograma.

iv. Luego de cada medicidn se burbujed la solucidon y se agité.

v. Se obtuvo toda una secuencia de voltamperogramas variando E,.

vi. Se sacaron y lavaron los electrodos.

vii. Se obtuvo otra vez la secuencia de voltamperogramas hasta que ésta fue

reproducible.

6.3.3 Evaluacion de la actividad catecolasa

El estudio cinético se realizé tanto para el sistema Cu,fenmeim como para el sistema Cu,leumeim,
en dos medios distintos: MeOH:H,0 y MeCN:H,0, controlando la temperatura y manteniéndola
constante a 25°C. La actividad catecolasa se evalué detectando espectrofotométricamente al
producto de la reaccién: la 3,5-DTBQ. Esta presenta una banda caracteristica con un maximo
cercano a 400nm y un coeficiente de absortividad molar e=1640cm™ en MeOH:H,0 y £=1630cm™

en MeCN:H,0.

Los experimentos fueron realizados en una celda de cuarzo con paso optico I=1cm. Para cada
determinacion se colocaron en la celda 1mL de disolucién de amortiguador en agua al pH de
interés, 1ImL de disolucion de Cu,L en MeOH:H,0 o MeCN:H,0 y 1mL de disolucién de 3,5-DTBC en
MeOH 6 MeCN (las concentraciones de las disoluciones utilizadas se describen mas adelante para

cada experimento.)
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Una vez mezclados los reactivos con la mayor rapidez posible, se obtuvo un espectro UV-vis de Ia
mezcla de reaccion cada 0.5s durante un tiempo que varid de 60s a 180s segln el sistema
evaluado. Se graficé el valor de la absorbancia a 400nm para cada tiempo y se obtuvo un valor de
pendiente para la velocidad inicial en unidades de absorbancia/tiempo. Este valor se transformé a
unidades de concentracién sobre tiempo usando la ecuacién de Lambert y Beer que nos dice que
A=¢lC (A=absorbancia, &e=coeficiente de absortividad molar, I=longitud de paso O&ptico,

C=concentracidn).

Para cada determinacion experimental se obtuvo un valor de velocidad inicial. Con estos valores se
construyeron las graficas de velocidad inicial contra concentracién de catalizador o contra
concentracién de sustrato. El valor que se grafica es el promedio de las mediciones, que se

realizaron por triplicado para cada punto, y se presenta junto con la desviacién estandar asociada.

A continuacion se describen con detalle las condiciones de las determinaciones realizadas para
evaluar el efecto de los factores de interés (concentracion de sustrato, de catalizador y pH) en la

velocidad de la reaccidn.
6.3.3.1 Efecto de la variacidn de la concentracion de catalizador a distintos valores de pH

La evaluacion del efecto de la variacion de concentracidon de catalizador en la velocidad inicial de la
reacciéon de oxidacion de 3,5-DTBC, tanto en MeOH:H,0 como en MeCN:H,0, se realizd en 6
valores distintos de pH: 7, 7.5, 8, 8.5, 9 y 9.5. Estos valores de pH se fijaron en la fase acuosa

utilizando los siguientes amortiguadores:

Tabla 11. Amortiguadores utilizados para fijar el pH en la fase acuosa para la evaluacion catalitica.

pH Amortiguador pK, del
utilizado amortiguador

7 HEPES 7.55

7.5

8

8.5 TRIS 8.86

9

9.5
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Los pasos que se siguieron para llevar a cabo este estudio se detallan a continuacion para

MeOH:H,0:

i. Preparacion de disoluciones.

Tabla 12. Concentracion de las disoluciones utilizadas para determinar el efecto de la variacion
de la concentracion de catalizador en la velocidad de la reaccion en MeOH:H,0.

Reactivo Disolvente | Concentracidon en | Concentracion
disolucion (M) en celda (M)
Amortiguador* H,O 0.3 0.1

3,5-DTBC** MeOH 1.8x10° 6x107
3x10” 1x10”

6x10” 2x10°

Cu,L MeOH:H,0 9x10” 3x107
1.2x10™ 4x10°

1.5x10™ 5x10”

1.8x10™ 6x10”

*Se hizo toda la serie de experimentos para cada uno de los valores de pH antes mencionados,
por lo que el amortiguador utilizado cambié dependiendo del experimento.

**Las disoluciones de DTBC se hicieron con suma precaucion, utilizando material sumergido

por dias en EDTA y enjuagado con agua destilada para evitar la presencia de cualquier traza de

cobre, asi como evitando la exposicidn de la disolucién a la luz. Todo esto, para prevenir la

oxidacion del reactivo previa al experimento.

ii. Obtencién del blanco en el espectrofotémetro. Este se obtuvo colocando en la celda
1mL del amortiguador utilizado + 1mL de MeOH + 1mL de MeOH:H,0.

iii. Determinaciones cinéticas. Como ya se explicd anteriormente, se mezclan en la celda
1mL del amortiguador + 1mL de la solucién de Cu,L y se afiade con rapidez 1mL de
DTBC. La mezcla se agita rapidamente y se comienzan las mediciones de espectros
cada 0.5s durante 60 a 180 segundos.

iv. Tratamiento de los datos obtenidos. El tratamiento que se le da a cada serie de datos
de absorbancia contra tiempo obtenidos es el que ya fue detallado al inicio de la

descripcidén de los estudios cinéticos.

El procedimiento seguido en MeCN:H,0 es el mismo que el descrito en MeOH:H,0, lo Unico
que varia son las concentraciones de las disoluciones utilizadas, éstas se presentan en la

siguiente tabla.
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Tabla 13. Concentracion de las disoluciones utilizadas para determinar el efecto de la variacion
de la concentracidn de catalizador en la velocidad de la reaccion en MeCN:H,0.

Reactivo Disolvente | Concentracidon en | Concentracion
disolucion (M) en celda (M)
Amortiguador* H,O 0.3 0.1
3,5-DTBC** MeCN 6x10° 2x10°
3x10” 1x10”
6x10” 2x10”
Cu,l MeCN:H,0 9x10” 3x10”
1.2x10" 4x107
1.5x10" 5x10”
1.8x10" 6x10”

* ** yer notas de la tabla 12

6.3.3.1 Efecto de la variacion del pH

Para determinar el efecto del pH en la velocidad de la reaccidn catalizada se hicieron dos series de
medidas en cada medio: primero se evalud el efecto del pH del medio sin catalizador en la

velocidad de la reaccién y posteriormente el efecto del pH con catalizador.

Para llevar a cabo esta serie de experimentos se siguieron los pasos descritos previamente, pero
esta vez se vario el pH manteniendo la concentracion de 3,5-DTBC y de catalizador (en la serie de
la reaccion catalizada) constantes. En la serie de mediciones donde no se utilizé catalizador se
adiciond, en su lugar, 1mL de la mezcla de disolventes para no alterar las concentraciones en
celda. Las tablas 14 y 15 detallan las concentraciones utilizadas para esta evaluacidon en cada

medio.
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Tabla 14. Concentracion de las disoluciones utilizadas para determinar el efecto de la variacion del

pH en la velocidad de la reaccion en MeOH:H,0.

Reactivo Disolvente | Concentracién en | Concentracién
disolucion (M) en celda (M)
Cu,L MeOH:H,0 9x10° 3x107
3,5-DTBC** MeOH 6x10° 2x10°
MES pH=5.5
MES pH=6.0
MES pH=6.5
HEPES pH=7.0
Amortiguador | HEPES pH=7.5 H,0 0.30 0.10
HEPES pH=8.0
TRIS pH=8.5
TRIS pH=9.0
TRIS pH=9.5

Tabla 15. Concentracion de las disoluciones utilizadas para determinar el efecto de la variacion

** ver notas de la tabla 12

del pH en la velocidad de la reaccion en MeCN:H0.

Reactivo Disolvente | Concentracion en | Concentracion
disolucion (M) en celda (M)
Cu,lL MeCN:H,0 9x10™ 3x10™
3,5-DTBC** MeCN 6x10~ 2x107
MES pH=5.5
MES pH=6.0
MES pH=6.5
HEPES pH=7.0
Amortiguador | HEPES pH=7.5 H,0 0.30 0.10
HEPES pH=8.0
TRIS pH=8.5
TRIS pH=9.0
TRIS pH=9.5

** ver notas de la tabla 12




6.3.3.2 Efecto de la variacion de la concentracion de sustrato

Este estudio se realizd Unicamente a pH=8.5 en ambos medios. Este pH se eligid luego de analizar

los datos de la variacion de catalizador a distintos valores de pH y también para poder comparar

con los resultados de nuestro grupo que en general se han realizado a estas condiciones.

Los pasos seguidos son los mismos que los descritos anteriormente, lo que cambid fueron las

concentraciones de los reactivos utilizados y, evidentemente, que en este caso la concentracion de

Cu,L se mantuvo constante y lo que se varid de un punto a otro fue la concentracion de 3,5-DTBC.

Las concentraciones usadas para el estudio en MeOH:H,0 se presentan en la tabla 16 y para

MeCN:H,0 en la 17. El procedimiento utilizado es el mismo que el descrito previamente.

Tabla 16. Concentracion de las disoluciones utilizadas para determinar el efecto de la variacion

de la concentracion de sustrato en la velocidad de la reaccion en MeOH:H0.

Reactivo Disolvente | Concentracidon en | Concentracidn
disolucién (M) en celda (M)
HEPES H,0 0.45 0.15
pH=8.5
Cu,L MeOH:H,0 3x10° 1x10°
3x10™ 1x10™
6x10™ 2x10™
9x10™ 3x10™
1.2x10° 4x10™
1.5x10° 5x10™
3,5-DTBC** MeOH 1.8x103 6x10™
2.1x10° 7x10™
3x10° 1x107
4.5x10° 1.5x10°
6x10° 2x10°
7.5x107 2.5x107

** ver notas de la tabla 12
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la concentracion de sustrato en la velocidad de la reaccion en MeCN:H.,0.

Reactivo Disolvente | Concentracidon en | Concentracién
disolucién (M) en celda (M)
HEPES H,0 0.45 0.15
pH=8.5
Cu,L MeCN:H,0 6x10~ 2x10”
1.8x10° 6x10™
2.7x10° 9x10™
3.6x10° 1.2x10°
6x10° 2x10°
9x10° 3x10°
3,5-DTBC** MeCN 1.5x10 5x1073
3x10 1x10°
6x10~ 2x107
9x10 3x10

** ver notas de la tabla 12

Tabla 17. Concentracion de las disoluciones utilizadas para determinar el efecto de la variacion de
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