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Abreviaturas

Kel ; coeficiente de transmisién electrénica
; frecuencia de movimiento nuclear en el estado de transicién
!AB] | aducto donador:aceptor o precursor
! carbono trece

Zamb l 2- (amlnometzl)benmmldazol
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4,7-DPSfen 4,7-difenil-4"-sulfonato-1,10-fenantrolina
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A - donador

acac .. acetilacetonato

Ala r alanina

Asp ‘ aspartato

B | aceptor

bbimpy |  2,6-bis(bencimidazolii)piridina

bpy . bipiridina

Calc. | calculado

Co-1 | [Co(bbimpy-H);]JOH.

Co-2 | [Co(2pb)2(NO3)}(NO3)2eCoHgO

Co-3 : [Co(2gb)3]CI(N03)2-H20
Co-4 ; [Co(2gb)a}(CCI3CO03)3eH.0

Co-5 | [Co(2gb)s]Cl3e3H,0

Co-6 | [Co(ntb)CIJCI(NO3)e3H.0

Co-7 \ [CO(Zamb)3]Clao2H20

COsY i Espectroscopia de correlacion (Correlated Spectroscopy)
Cp ’ ciclopentadienilo

Cr-1 . [Cr(2gb)s]CI{ZNCly)eCH4O

Cr-2 i [Cr(2gb)s]ClyedH,0

Cr-3 i [Crz(ng).;(p 0H)2](C|04)4'5H20
Cr-4 f [Cr{ntb)CI;]Cle3H;0

Cr-5 ~ [Cr(bbimpy)Cl3]«0.5H,0

Cr-6 | [Co(4tb)>Cl;]Cie1.5CoHg0O

Cr-7 | [Co(2pb)20I2]CI-2H20

Cys | cisteina

Dipic - dipicolinato

DMSO | dimetilsulfoxido

EDTA |  acido etilendiaminatetraacético

en . etilendiamina

Enc. i encontrado

A ' energia de reorganizaciéon

E® potencial normal

fac . isémero facial

Fd - ferredoxina

Fe-1 !

[Fe(2gb)s}(NO3);



[Fe(ntb)C|2]C|03H20

[Fe(bbimpy)Cl3)e3H,0

[Fe(4tb)s]Cls

[Fe(2pb)2Cl;]CleH,0

ferrocinio

fenantrolina

ferredoxina-NADP reductosa

fotosistema | ‘

fotosistema |

glicina

correlacion heteronuclear (Heteronuclear Correlation)
histidina

acoplamiento electrénico

fuerza idnica

infrarojo

constante de acoplamiento

constante de equilibrio de la formacion del precursor
constante de rapidez de la reaccidn de formacion
constante de Boltzmann

constante de rapidez calculada

constante de rapidez de la reaccion de disociacion
constante experimental de segundo orden
constante de asociacién del inhibidor a la proteina
constante de rapidez observada

constante de rapidez de la reaccién de transferencia electrénica

constante de rapidez inversa de Ia reaccion de transferencia
electrénica

leucina

isémero meridional

metionina
tris(2-bencimidazolilmetil)amina
oxidante :
pigmento P680

pigmento P700

plastocianina

fenilalanina

partes por millén

plastoquinona

piridina

reductor

resonancia magnetica nuclear
resonancia paramagnética electronica
temperatura

tiempo

tris(2-piridilmetil)amina
tris(hidroximetil)aminometano
tirosina



UV-Vis . ultravioleta-visible

Val valina _
AGT energia libre de Gibbs de activacion
T AG* , energia libre de Gibbs de la barrera energética de la transferencia
| electrénica '
AG® | energia libre de Gibbs de la reaccién
AH® . entalpia de activacién
AS* ' entropia de activacién
Meff | momento magneético efectivo

Vi j transicién electrénica
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Resumen

En esta tesis se presenta el estudio de las reacciones de transferencia
electrénica entre dos metaloproteinas pertenecientes a la cadena fotosintética y
diversos compuestos de coordinacién con ligantes derivados del bencimidazol.

El trabajo se puede dividir en dos partes principales: en la primera parte se
realizd la sintesis y caracterizacién de nuevos compuestos de coordinacion con los
iones metalicos Co(lll), Cr(lll) y Fe(lll) utilizando diversos ligantes derivados del
bencimidazol; y por ultimo, una vez teniendo las metaloproteinas y los compuestos
de coordinacion puros y caracterizados se realizd el estudio cinético de las
reacciones de transferencia electrénica entre Ia plastocianina o ferredoxina y los
compuestos de coordinacion.

El estudio de transferencia electrénica se realizé en dos metaloproteinas
pequefas, simples y no membranales de la cadena transportadora de electrones
de la fotosintesis como son la plastocianina y la ferredoxina. Por lo que se aislaron
tanto la plastocianina como la ferredoxina a partir de hojas de espinaca y
posteriormente se purificaron por técnicas cromatograficas.

Se sintetizaron y caracterizaron nuevos compuestos de coordinacion con
los ligantes: 2-guanidinobencimidazol (2gb), tris(2-bencimidazoliimetil)amina (ntb),
2,6-bis(2-bencimidazolil)piridina (bbimpy), 2-(2"-piridil)bencimidazol (2pb) y 2-(4-
tiazolil)bencimidazol (4tb). Los compuestos de coordinacion de cobalto(lll) son:
[Co(bbimpy-H)z]JOH, [Co(2pb)2(NO3)](NOs)s, [Co(2gb)s]CI(NOs)2, [Co(2gb)siCls y
[Co(ng)aj(ccracoob. Los compuestos de coordinacion de cromo(lll) son:
[Cr(2gb)s]Cls,  [Cr(2gb)s]CI[ZNCly], [Cr2(2gb)a(u-OH)2J(CIO4)s,  [Cr(ntb)CICH,
[Cr(bbimpy)Cl;), [Cr{4tb).CLICI y [Cr(2pb).ClL)Cl. Por ultimo, se sintetizaron 3
compuestos de coordinacion de hierro{llt): [Fe(2gb)s)(NO3)s, [Fe(4tb)s]Cls y
[Fe(2pb).Ciz]Cl. La caracterizacién en estado  sdlido se realizé por
espectroscopia IR, espectroscopia electronica, susceptibilidad magnética, analisis
elemental y cristalografia de rayos-X para los compuestos [Co(2gb)s]CI(NO3); vy
' [Cr2(2gb)4(11-OH)z)(Cl04)s. En disolucion se llevo a cabo la caracterizacién de los .



compuestos por espectroscépia electrénica y para los compuestos de cobalto(lll)
por técnicas dé RMN.

Para las reacciones de.transferencia electrénica entre Ia plastocianina y
ferredoxina y los compuestos de coordinacién bencimidazélicos se utilizé como
medio de reaccién una mezcla de DMSO/H,0 (25%), TrisftHCI pH = 70u 80 e
1=0.03 M (NaCl). Este medio de reaccién no modifica el mecanismo de reaccion
propuesto para la transferencia electrénica que se presenta a continuacion:

Proteina reducida + Oxidante Z——=> Proteina:Oxidante K

Proteina:Oxidante  ——  proteina oxidada + Reductor Krg

La presencia de DMSO acelera de manera importante el paso determinante
de la reaccion que es la transferencia electrénica. Se obtuvo para Ia
reaccion de plastocianina con [Co(fen)s]** en DMSO/H.,O0 K =171.8 M
kre=88.03s", AH* =457 kdimol y AS® = -13.7 Jimol K, mientras que para
la reaccién de ferredcxina con [Co(en)s]* K=1068.88 M ks = 21.3 st
AH* = 31.6 kd/imol y AS* = -60 J/mol K.

Los compuestos de coordinacién de hierro(lll), en las condiciones de
reaccion empleadas, son oxidantes tanto para la plastocianina reducida como para
la ferredoxina reducida; en el primer caso se observa un mecanismo simple de
" segundo orden de esfera externa, por ejemplo para la reaccién de plastocianina
con [Fe(2gb)s]** @ 25°C k = 1.4 x 10° M s y para ferredoxina se observan
cingticas limitantes, por ejemplo para la reaccién de ferredoxina con [Fe(2gb)s)**
K=2176M'y kre=21235s". ‘

Los compuestos de coordinacién de cobalto(ill) y cromo(lll) son oxidantes
para la ferredoxina reducida observandose cinéticas limitantes con constantes de
rapidez de segundo orden en el orden de 10* M s, mientras que frente a la
plastocianina son redox inactivos.



Los compuestos de cobalto(ill) y cromo(lll) son inhibidores de Ia reacciéon
de oxidacién de la plastocianina reducida por [Co(fen)s]®* observandose un
mecanismo de bloqueo total de la proteina y porcentajes de inhibicion de la
reaccién de transferencia electrénica en el intervalo de 25 a 90%. Por ejemplo, el
compuesto [Crx(2gb)4(p-OH);](Cl04)4 inhibe 90% la reaccién y la constante de
asociacion del compuesto a la proteina Kip, = 1.13 x 10* M™.

Se realizaron experimentos de RMN de la plastocianina para estudiar el
efecto del DMSO en la proteina e identificar el sitio de unién de los compuestos de
coordinacion. Los resultados muestran que en presencia de DMSO la proteina no
se desnaturaliza pero nb se identifico el sitio de union.



Abstract

Here we présent the results of the study of. electron transfer reactions
between two metalloproteins, which are part of the photosynthetic chain, and
several co-ordination compounds with benzimidazolic ligands.

The study can be divided in two parts: in first instance, the syntheses and
characterisation of co-ordination compounds with the metal ions Co(lil), Cr(IN) and
Fe(lll) with several benzimidazolic ligands; secondly, the kinetic study of the
electron transfer reactions between plastocyanin and ferredoxin with the co-
ordination compounds purified and characterised.

- Plastocyanin and ferredoxin are two small and non membrane
metalioproteins from the photosynthetic chain. They were isolated from spinach
leaves and purified by chromatographic techniques.

We synthesised and characterised new co-ordination compounds with the
benzimidazolic ligands: 2-guanidinobenzimidazole (2gb), tris(2-
benzimidazolylmethyl)amine (ntb), 2,6-bis(2-benzimidazolyi)-pyridine (bbimpy), 2-
(2°-pyridyl)benzimidazole (2pb) and 2-(4-thiazolyl)benzimidazole (4tb). The
cobalt(tll) co-ordination - compounds are. [Co(bbimpy-H),]OH,;
[Co(2pb)2(NO3))(NOs),, [Co(2gb)3]CI(NO3)e, [Co(2gb)s]Cls  ~  and
'[Co(2;gb)3](CCf3000)3. The chromium(lll) compounds are: [Cr(2gb)3]Cl3,
[Cr(2gb)s]CI[ZNCly),  [Cra{2gb)(u-OH)2)(CIO4)a, [Cr(ntb)CI2]CI,  [Cr(bbimpy)Cla),
[Cr(4tb).CI2]Cl and [Cr(2pb),CIL]C!. Finally, the dron(lll) co-ordination compounds
are:  [Fe(2gb)s)(NOs)s, [Fe(4tb)s]Cls  and [Fe(2pb):Cl;]JCl.  Solid state
characterisation was made by IR spectroscopy, UV-Vis spectroscopy, magnetic
moments, elemental analyses and X-ray crystallography for [Co(2gb)s]CI(NO;),
and [Cra(2gb)a(u-OH)2}(Cl04)4. In solution the compounds were characterised by
UV-Vis spectroscopy as well as NMR techniques for the cobalt(lll) compounds.

iv



The reaction medium used for the electron transfer reactions between
plastocyanln or ferredoxin and the benzimidazolic co-ordination compounds was
DMSO/H20 (25% viv), Tris/HCI pH=700r80and1=003M (NaCl). The reaction
medium does not modify the proposed mechanism for the electron transfer-

Red. protein + Oxidant =— Protein:Oxidant K

Protein:Oxidant ——>  Ox. protein + Reductor kg
The DMSO accelerates the electron transfer step. We obtained for

the reaction between plastocyanin and [Co(phen)s]** in DMSO/H,0 K =171.8 M.
kre=88.03s" AH* =457 kd/mol and AS*=-13.7 J/mol K, and for reaction
of ferredoxin with [Co(en)s]** K = 1068.88 M, kre=21.3s", AH* = 31.6 kd/mol
and AS” = -60 J/mol K.

lron(lll) compounds are oxidants to both reduced - plastocyanin and
ferredoxin; for plastocyanin the reaction follows a second order rate law, the rate
constants obtained for example using [Fe(2gb)s]* is k = 1.4 x 10* M & at 25 °C
while for ferredoxin we observed the limiting kinetics K = 217.6 M and Kre=212.3
s

Cobalt(lll) and chromium(lll) co-ordination compounds behave as oxidants
against reduced ferredoxin and followed limiting kinetics with second order rate
~ constants in the range of 10 M s

- Cobalt(lll) and chromlum(lll) co—ordmatlon compounds behave as redox
inactive against reduced plastocyanin, but they are inhibitors of the reaction
between plastocyanin and [Co(fen)s]**. The Co(ill) and Cr(lil) compounds totally
block plastocyanin and inhibited the electron transfer in the range of 25 -90%. For
example, [Crao(2gb)4pu- -OR)J(ClO4)4 inhibited 90% the electron transfer and K, =
113 x 10* M.

The NMR study of reduced plastocyanin showed that the protein does not
denature in DMSO/H,0 (25:75), but we could not identify the binding site for the
co-ordination compounds to the plastocyamn



1. Introduccidn,

1. Intrbd uccion

En nuestro grupo de investigacién, hemos observado que ciertos
compuestos de coordinacién con iones metalicos (M** = Co, Ni, Cu, Zn)y ligantes
derwados de imidazoles (p. ej. 2-guanidinobencimidazol, 4-metil-5-imidazol-
carboxuato de etilo) inhiben actnvudades fotosintéticas. Se ha investigado el o los
sitios especnﬁcos de accion de dIChOS compuestos. A partir de los resultados a
nivel bloléglco obtenidos de experimentos reallzados en cloroplastos se ha
concluido que algunos compuestos de coordmamén que utilizan como ligantes
derwados del imidazol tienen actividad herbicida. Se ha clasificado a los
compuestos de cobre(ll) con el ligante 4-metil- 5-4mldazolcarbox1lato de etilo como
mhlbldores de la reaccién de Hill, mientras que los compuestos de coordinacion
del 2-guan1drnobencnm|dazol con cobalto(ll) se comportan como desacoplantes, '
Al estudlar el efecto de compuestos de coordinacién de iones Co(lll) y Cr(lll).
determlnamos que se comportaban como inhibidores de la reaccion de Hill y el
blanco se encuentra entre la plastocianina y el complejo citocromo bgf 2

i

Es|importante tratar de comprender qué funcion inhibitoria realizan a nivel
molecular Y por otro lado explicar a qué se deben las diferencias de accidn entre
los varios' compuestos dependiendo del ion metélico central y de ios ligantes que
contengan

Cor|1 el objeto de profundizar en el entendimiento del efecto que tienen
dIChOS compuestos de coordinacién en la inhibicion de las diversas actividades
fotosmteticas se estudiaran reacciones entre las metaloproteinas simples
encargad%s del transporte electrénico en Ja cadena fotosintética, la plastomamna y
la ferredoxma con compuestos de coordinacion de derivados imidazdlicos (Figura

1.1).
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Figura 1.1. Localizacién de las metaloproteinas en la cadena fotosintética.
FSll; fotos:srema I, FSI: fotosistema I, P680: pigmento P680, P700: pigmento
P700, b6f complejo citocromo bef, PQH;: plastoquinona, FNR: ferredoxina-

NADP reductasa, PCu: plastocianina y Fd: ferredoxina.

| o .
En estas moléculas bioldgicas pequenas se han llevado a cabo

mnumerables estudios de los principios fundamentales gue gobiernan Ia
transferencna electrénica entre proternas Cabe resaltar que estas proteinas son no

membrapales lo que facilita el manejo experimental.

\
t

Por otro lado, cada una se encuentra a un nivel diferente en la cadena
fotosintéyca: la PCu se localiza entre el FSIl y FSI, mientras que la Fd es Ia.
encargac?a de transferir los electrones del FSI al complejo NADP-reductasa (figura
1.1); por: lo que los estudios realizados sobre estas metaloproteinas darian una
informacilc')n global del posible proceso de inhibicién de los compuestos de
coordina?ién en las actividades fotosintéticas.

E

Los resultados obtenidos hasta el momento parecen indicar que la funcion
lnhlbntorla en las actividades fotosintéticas de algunos compuestos ensayados a
nivel de cloroplastos es la de recibir electrones de la cadena transportadora; sin
embargo no se puede descartar el hecho de que puedan por ejemplo, unirse a
alguna protema de la cadena transportadora de electrones bloqueando su
actlwdad
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importante en el control de los procesos naturales, refleja el reconocimiento de
los substratos.in vivo. La constante de rapidez kre expresa la magnitud de las
contribuciones de las energias de activacion debidas a las barreras intrinsecas
Franck-Condon de los centros donador y aceptor. Para procesos a larga
distancia krz también depende de la distancia a la que ocurre la transferencia
electronica. La barrera Franck-Condon es la energia que se requiere para
ajustar las configuraciones nucleares del reactivo a la del estado de transicion,
se considera generalmente una propiedad intrinseca del sistema.

La gran distancia a través de la cual ocurre la transferencia electronica en
los sistemas biolégicos ha llevado a la utilizacidn y desarrollo del concepto de
tuneleo como alternativa al traslape directo de orbitales entre los centros
donador y aceptor. Para explicar las reacciones de transferencia electronica
donde ke << 1 se requiere tomar en cuenta el movimiento nuclear desde un
tratamiento mecanico cuantico, introduciendo los términos de tuneleo electrénico '
y nuclear. En el desarrollo mecanico cuantico esta involucrado el célculo de la
constante de rapidez la energia de acoplamiento electronico H,, que es el
-elemento de matriz que describe el acoplamiento electrénico entre el estado

electrénico de los reactivos con el de los productos.5

El tuneleo electrénico ocurre cuando los estados de reactivos y productos
poseen la misma configuracion nuclear en el punto de interseccion, por lo que
aunque el acoplamiento es pequefio existe una probabilidad de que ocurra la
transferencia electronica. El tuneleo nuclear ocurre aunque el sistema no se
encuentre en el punto de interseccidon pero las superficies se encuentran
cercanas por lo que la transferencia ocurre.’ _

Para proteinas que poseen el centro metalico cercano a la superficie, es
razonable esperar que sea posible el traslape, entre orbitales con ciertos
reactivos redox y las proteinas, dando lugar a una trayectoria favorable para la
transferencia electrénica.

La quimica redox de metaloproteinas simples. como  citocromos,

plastocianina y ferredoxina se ha estudiado de una manera extensa utilizando
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técnicas quimicas.>® Estas metaloproteinas se aislan de diversas fuentes
bioldgicas; tales como bacterias, algas o plantas superiores.

Se tiene un gran avance en la comprension de la termodinamica y cinética
de alguhas reacciones de transferencia electronica entre estas metaloproteinas
simples gracias a avances experimentales y tedricos, aunque es evidente que
varios aspectos de estos procesos alin necesitan ser explicados.*

El estudio de reacciones de transferencia electrénica en medio
homogéneo con compuestos inorganicos simples ha dado informacion cinética
sobre el mecanismo de reacciébn. En un gran numero de reacciones con
reactantes inorganicos que siguen un mecanismo de esfera externa, se observa

un comportamiento cinético limitante y se observan desviaciones significativas a
la cinética de segundo orden, lo que sugiere que el mecanismo de transferencia

~ se lleva a cabo en varios pasos.

Una reaccién homogénea de transferencia electrénica, que involucre una
metaloproteina y un complejo inorganico con propiedades Oxido-reductoras
requiéré varios pasos para transferir el electron de la proteina al complejo
inorganico. Se postula que el esquema de reaccién minimo debe involucrar: i} la
difusion de los reactantes dando lugar a una interaccion molecular entre ambos
formandose un complejo precursor [AB], donde la distancia para la transferencia .
electrénica es Optima, i} transferencia electronica para formar el complejo
[A¥*B*], y finalmente iii) la disociacion del complejo sucesor para dar lugar a los
productos.*

| "A+B == [AB] ke, K1
[AB] == [A"B"] Kre, K-TE
[A¥B*] == A" +B" kg kg

Esquema I. Mecanismo de reaccién para la transferencia electrénica.

11
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Del esquema de reaccion | se pueden obtener varias leyes de rapidez
limite. Por ejemplo, si la rapidez de transferencia electronica es mucho mayor’
que la formacién del complejo precursor [AB] se obtiene .que keesa = K1, la ley de
rapidez'seria equivalente a la de un proceso bimolecular de segundo orden. Por
otro lado, si la rapidez de transferencia electrénica es el paso determinante de la
reaccion se obtiene que kovsa = kikre/k..

Desde un punto de vista tedrico la aplicacion de la teoria de Marcus lleva
a las siguientes conclusiones para que la transferencia electronica en sistemas
bioldgicos ocurra: la transferencia electrénica debe ocurrir a una distancia menor
de 20 A; el medio por el cual ocurre la transferencia debe ser propicio; el cambio
de energia libre debe ser favorable y la transferencia electrénica no ocurrira si el
centro metalico se ve envuelto en un cambio estructural importante en la
reaccion redox. _

Se ha concluido a fravés de varios estudios que para que una proteina
“posea un sitic de transferencia de electrones ideal es necesario lo siguiente:*

La geometria alrededor del ion metélico sea generada por el plegamiento
de la proteina, lo que no permite reacomodos mayores al ocurrir el cambio en el
estado de oxidacion. Ademas, que el ion metdlico se encuentre inmerso dentro
de la proteina por lo que la posibilidad de que ocurran reacciones sobre el ion
metalico debido a la presencia de moléculas pequerias es minima, se considera
que la esfera de coordinacion del ion metalico es inviolable. Por dltimo, se
observa que los ligantes alrededor del ion metéalico en las proteinas de
transferencia electronica parecen ser seleccionados para facilitar la répida
transferencia electronica, ya sea disminuyendo la carga central del metal o
induciendo el bajo espin sobre el ion metalico; por ejemplo sulfuro e imidazoles.

2. 2 Plastocianina

" La plastocianina (PCu) es una proteina azul de cobre de una sola cadena
polipeptidica con un peso molecular de 10 500 g/mol. Contiene Unicamente un
sitio activo de cobre azul o tipo |, con sus caracteristicas espectroscépicas

12
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inusuales en su estado oxidado (cobre(ll)), como son la absorcidn intensa en la
regién visible del espectro electromagnético, lo que da lugar al intenso color
azul, ademas del acoplamiento hiperfino pequeric. que se presenta en el
espectro de resonancia paramagnética electrénica.’ Las plastocianinas han sido
aisladas de una amplia variedad de plantas superiores y algas. En todos los
casos poseen un solo centro de cobre tipo | unido a una cadena polipeptidica

sencilla.

Hasta el momento se han secuenciado 'un numero considerable de
plastocianinas y se muestra que un gran nimero de residuos aminoacidos se
conservé, en particular en las plastocianinas de plantas superiores.® El balance
de aminoacidos cargados en la secuencia aminoacida en la PCu a pH 7, resulta
en una estimacion de la carga total de la proteina de alrededor de -9 en su

estado oxidado.

Freeman y colaboradores informaron la estructura de rayos-X de la PCu

de dlamo Populus Nigra (Figura 2.2).7:8

La estructura es de forma cilindrica con dimensiones de 40 X 32 X 28 Ay |
el sitio de enlace del metal se encuentra 6 A dentro de la proteina. El. interior de
la proteina es de caréacter hidrofébico mientras que los aminodacidos cargados y
polares se localizan de manera asimétrica en la superficie de la protéina dandole
caréacter hidrofilico. En el lado que contiene al &tomo de cobre no se encuentran
aminodacidos cargados, por €l contrario, se trata de una superficie hidrofébica
que comprende los residuos aminoacidos 10, 12, 35, 36, 90, 91 y 92. Las
proteinas poséen por el contrario, regiones cargadas negativémente en las
posiciones 42-45 y 59-61. Estas regiones asi como, los residuos unidos al cobre
His37, His87, Cys84 y Met92 se conservan en gran medida en plastocianinas de
diferentes fuentes.® '

13
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Figura 2.2 Estructura de plastocianina Populus nigra.?

El sitio activo consiste de un atomo de cobre y cuatro aminoacidos (His
37, His 87, Cys 84 y Met 92) de la cadena polipeptidica coordinados en un
arreglo tetraédrico distorsionado. Dos de los angulos de enlace del atomo de
cobre difieren mas de 20° de un tetraedro regular. La distancia de los dos
enlaces Cu-N de los imidazoles de las histidinas y el enlace tiolato Cu-S(Cys) se
consideran distancias normales (aproximadamente 2 A), pero la distancia de
enlace tio-eter Cu-S(Met) de 2.90 A es bastante larga. Esta distancia inusual
parece ser la responsable de la conservacion de la estructura del sitio activo al

llevarse a cabo la transferencia electronica (Figura 2.3).7
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Figura 2.3 Sitio activo de Ia PCu

Este ambiente inusual para el &tomo de cobre(l]) explica las propiedades
espectroscdpicas de la proteina. Se ha encontrado que la absorcion intensa
alrededor de 600 nm se debe a una transferencia de carga cisteina-S(c)-Cu(n).
Los datos de resonancia paramagnética electrénica indican una distorsién
rombica a partir de una geometria axial, lo que es consistente con un ambiente
tetraédrico distorsionado.®

Recientemente se han informado estructuras cristalograficas
tridimensionates de la plastocianina aislada de cianobacterias, el alga verde
Enteromorpha prolifera,’ asi como de la proteina aislada de plantas superiores
como el caso de la espinaca Spinacia Oleracea'® mostrandose en todos los
casos |la misma estructura tridimensional y sitio activo.

" El potencial de oxido-reduccion de la PCu es relativamente alto
comparado con el del ion acuoso Cu(H.0)*", lo que refleja el estado entatico en
el que se encuentra el ion metélico debido al ambiente distorsionado impuesto
por la proteina, dando lugar a una estabilizacion del estado reducido cobre(l).
Los valores del potencial se encuentran entre 347 y 395 mV dependiendo de!
origen de la proteina. Los estados de oxidacién del ion metalico cobre
involucrados en el ciclo redox en la transferencia de electrones en la cadena
fotosintética son 1+ y 2+,
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La PCu, es una molécula movil localizada en el interior del tilacoide que
se encarga del transporte de electrones entre los fotosistemas |l y | en plantas
superiores y algas durante el proceso de la fotosintesis. Mas especificamente,
transfiere electrones del citocromo f al pigmento P700" el cual es un componente
del-fotosistema 1.'' Existe una considerable asimetria en la distribucién de la
carga por lo que se postula que los complejos inorganicos catidnicos y anionicos
utilizan diferentes sitios de enlace con la proteina. Se han propuesto dos sitios
para la transferencia electrénica en PCu, el primero de ellos cercano al ion cobre
y el otro por la region acida formada por los residuos 42-45."" 12

2.3 Ferredoxina

Las ferredoxinas mas simples son proteinas hierro-azufre que contienen
un curriulo [2Fe-2S] donde los atomos puente de azufre son labiles. Las
ferredoxinas se encuentran en diversos sistemas bioldgicos simples y complejos
donde ocurren transferencias electronicas.' ,

La ferredoxina (Fd)} en los organismos fotosintéticos funciona como
acarreador de electrones en los sistemas fotosintético y respiratorio.
Especificamente la Fd es el aceptor electrénico final del fotosistema |, al ser
reducida interactia con la proteina ferredoxina-NADP™ reductasa (FNR) y una
flavoprofeina; catalizando la reduccién del NADP* a NADPH. La Fd es una
' proteina pequeia de péso molecular aproximadamente de 10 000 g/mol que
consiste en un centro donde dos hierros no hemo se encuentran puenteados por
dos sulfuros [2Fe-2S]; cada hierro se coordina ademas en un arreglo tetraédrico
a 2 cisteinas de la cadena polipeptidica de la proteina. La estructura del
complejo se puede formular como: [FesSx(SR)«> en su estado reducido. A
través de resultados espectroscopicos se concluye que el estado oxidado
comprende dos Fe(lll) de alto espin no equivalentes, mientras que en el estado
reducido se tiene un Fe(ll) y un Fe(lll) ambos de alto espin. Durante la
transferencia electrénica en la cadena fotosintética, no importando la presencia -
de dos atomos metalicos, solame'nte es transferido un electrén por cada centro.*
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El potencial de reduccidon de la Fd es muy bajo aproximadamente -420 mV. De |a
secuencia aminoacida se observa una carga negativa total de la proteina -

estimada en -17 para su estado reducidoapH ~ 7. N

Se han resuelto las estructuras de rayos-X para varias ferredoxinas entre
ellas la del alga azul Spirulina plantesis ' (figura 2.4); cabe resaltar de la
estructura que los dos atomos de hierro se localizan a una distancia aproximada
de 5 A de la superficie. Los datos espectroscopicos indican que el atomo de
hierro mas cercano a la superficie, el coordinado a los residuos Cys41 y Cys46,
es el que participa en la transferencia electronica. Lo anterior implica que el otro
atomo de hierro posee un valor de E° mucho méas negativo. El cimulo [2Fe-2S]%"
es plano y la distancia Fe-Fe es de 2.72 A lo que es una evidencia de la
interacciéon metal-metal. Cabe resaltar de la estructura una protuberancia sobre
la superficie molecular de las dos cisteinas 41 y 46 que se coordinan a un atomo
de Fe. El centro [2Fe-2S] se encuentra predominantemente en una region
hidrofébica. Comparaciones de las secuencias de aminodcidos entre
ferredoxinas de cloroplastos de diversos organismos como son algas verde-
azules y plantas superiores indican que la cavidad de enlace del cumulo [2Fe-

28] y los residuos vecinos se conservan en gran medida.'®

La proteina oxidada es silenciosa a RPE y de color café-rojizo intenso, el
. color se ve‘ disminuido en su estado reducido. En su estado reducido es
paramagnética, mostrando un espectro de RPE a baja temperatura
caracteristico para un electrén desapareado (valof de g promedio< 2).
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Figura 2.4 Estiuctura de ferredoxina de Spirulina Plantesis."

3 se concluye que el estado

A partir de espectroscopia Mossbauer
oxidado del centro hierro-azufre esta constituido por dos atomos de Fe(lll) de
alto espin los cuales no son equivalentes, como lo indica el ensanchamiento del
espectro, ademas en la presencia de un campo magnético no ocurre ninguna
perturbacion en el espectro, indicacion de que el estado basal es diamagnético,
provocado por un acoplamiento antiferromagnético a través de los puentes
disulfuro S%. En el estado reducido, las resonancias Mdssbauer son debidas a
los atomos discretos Fe(ll) y Fe(lil), indicando la localizacion del electrén

desapareado en uno de los dtomos de Fe.

En los centros Fe-S la habilidad de cambiar rapidamente entre dos
estados de oxidacién juega un papel importante en la transferencia electrénica
local. Consideraciones tedricas muestran que los requerimientos de energia de

activacion global para el proceso de transferencia electrénica incluyen
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contribuciones de la energia de reorganizacion para ajustar las configuraciones
nucleares de los reactantes a la del estado de transicion. La reorganizacion
minima del nucleo involucrado requiere poca energia de activacién, por lo que
se facilita la transferencia de electrones en los centros Fe-S.

Se realizaron estudios de cristalografia de rayos-X en el centro [4Fe-
4SJ**?* de la proteina Chromatium HiPIP (High Potential Iron-Sulphur Protein) en
sus dos estados de oxidacion. Los resultados indican que el cimulo [4Fe-4S] se
contrae al oxidarse del nivel 2+ al 3+. Cambios importantes en las distancias
interatdmicas ocurren en la direccién de cuatro enlaces Fe-S paralelos donde
ocurre una contraccion de 0.16 A (2.38 a 2.22 A). En un segundo grupo de
enlaces paralelos Fe-S ocurre una contraccion promedio de 0.08 A (2.33 a 225
. A). En la direccidn ortogonal restante se observa una ligera expansion de 0.03 A
(2.25 a 2.28 A). El efecto global se observa como el acercamiento entre dos

caras 2Fe-2S opuestas.'?

2.4 Estudios cinéticos en reacciones de transferencia electronica en
metaloproteinas.

Debido a la distancia, aproximadamente 10 A, a la que se encuentran
embebidos los sitios activos dentro de las proteinas, la transferencia electrénica
se da é larga distancia, por lo que la rapidez de transferencia electrénica,
aunque se trata de sistemas biolagicos, es relativamente baja.

Desde finales de los afios 70 se han informado en la literatura numerosas
investigaciones de reacciones entre pequefios agentes redox y proteinas, ya que
el uso de los reactivos sintéticos de estructura y reactividad conocida en lugar de
los donadores o aceptores naturales facilita la interpretacion de los resultados.® ¢

El mecanismo que se aplica en los estudios de reacciones quimicas redox
homogéneas entre metaloproteinas y pequefias moléculas inorganicas en
medios acuosos amortiguados se representa por el esquema |. Se observa la
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formacion del complejo precursor en una reaccion en equilibrio (K7} anterior a la
transferencia electrénica, si la transferencia electrénica es el paso limitante se

obtiene que kgpsq = KikTE.

Los resultados cinéticos de las reacciones de transferencia electrénica
entre metaloproteinas y complejos inorganicos sugieren que las metaloproteinas
poseen la capacidad de proporcionar un mecanismo de transferencia electronica
sin importar que desde el punto de vista electrostatico la interaccidén sea
desfavorable, ya que se trata de interacciones entre especies altamente
cargadas con carga neta del mismo signo. Por otro lado, se observa que utilizan
diferentes sitios de asociacion del complejo inorganico para la transferencia

electronica dependiendo de su naturaleza. '?

2.4.1 Estudios cinéticos de transferencia electrénica en plastocianina.

Se informan un numero considerable de reacciones redox entre PCu y
complejos inorganicos asi como con otras metaloproteinas entre ellas ios
citocromos fy ¢. "¢V |

Los estudios de transferencia utilizando complejos inorganicos simples se
han realizado con los siguientes compuestos: [Fe(EDTA)J%.'® [Co(fen)s]**,®
[Fe(CN)G>,'®  [Co(C204)3)*,®® [Co(dipic)].?' . [Co(4,7-DPSfen)s]* # vy
[Co(bpy)s]”","® entre otros. En un nimero considerable de reacciones se ha
observado un comportamiento cinético limitante y se ha detectado.una
desviacion importante de una cinética de segundo orden lo que sugiere un
mecanismo redox de varios pascs. El comportamiento limitante se ha
interpretado en términos de un mecanismo en el cual ocurre la asociacion de!
oxidante o reductor con la proteina (K) seguida de la transferencia electronica
(kre).

Se ha postulado, debido a la considerable asimetria de la distribucién de

carga en la PCu, que ios reactivos aniénicos y catidnicos utilizan distintos sitios
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de unidn a ta proteina. Se postula que los complejos anidnicos se unen por el
iado norte cercano a la His87, mientras que los complejos catidnicos se unen a

la proteina por el lado este (figura 2.5)."

Por medio de estudios de resonancia magnética nuclear se ha identificado
el principal sitio de unién de los compuestos catiénicos como: un sitio cercano a
los residuos acidos 42-45, conocido como el lado este o sitio acido. Por otro
lado, se ha demostrado que el area hidrofébica cercana al residuo aminoacido
His87 es el sitio preferido de los complejos anidnicos.” De estudios cinéticos se
ha observado’ que la reaccién de [Co(fen);‘;]3+ se ve bloqueada por el complejo
redox inactivo [Cr{fen)s]>,"® estudios de RMN muestran que el complejo
[Cr(fen)s]** afecta el sitio hidrofilico por o que se concluye nuevamente que el

sitio de union de los compuestos cationicos es el lado.este.

Figura 2.5. Estructura de plastocianina mostrando los sitios de union

de compuestos catiénicos C+ y aniénicos C-.
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2.4.2 Estudios cinéticos con ferredoxinas [2Fe-28] de cloroplastos.

El bajo potencial de reduccidon caracteristico de las ferredoxinas de
cloroplastos impone restricciones experimentales sobre las reacciones con
compuestos redox. Existe una limitaciéon a la seleccidon de agentes reductores
suficientemente caracterizados a pH fisioldégicos, con potenciales alrededor de —
400 mV o menores, como es el caso del ditionito. El bajo potencial de reduccion
de la ferredoxina impone restricciones para la seleccion de agentes reductores,
ya que deben poseer potenciales de reduccion alrededor de -400 mV 0 menores.
En el estudio cinético de la reaccion de reduccidén de Fd con el ditionito, la ley de
rapidez tiene una dependencia de [S204)'%%* Por otro lado, muchos de los
oxidantes de un electrén comunes poseen potenciales de reduccidon
relativamente altos y pequefias barreras energéticas cinéticas para la
transferencia electrénica. En consecuencia las reacciones de oxidacion de las |
ferredoxinas reducidas son frecuentemente demasiado rapidas para estudiarse

por medio de técnicas de flujo.

Los compuestos de coordinacion de cobalto(lll), en particular con ligantes
donadores por nitrdgeno, poseen potenciales de reduccidn bajos facilitando los
estudios de reacciones de oxidacién de ferredoxinas reducidas. Ademas de que
una caracteristica de las especies de cobalto(lll} es que son inertes a la
substitucion y que existe un amplio intervalo de tipos estructurales de
compuestos sintetizables en forma pura, lo que permite investigar los efectos de
factores como la carga y el tipo de ligante en la interaccidn con la proteina y la
transferencia electronica. Se han utilizado diversos oxidantes inertes a la
substitucion que varian en carga y tipo de ligante como por ejemplo:
[Co(NHa)s]**,% [Co(NH3)sCIJ** % [Co(C204)s]>, % [Co(en)s]*.® [Co(EDTA), %
[Pt(NHa)e]**,* y [Co(acac)s]. *°

Los estudios cinéticos de transferencia electrénica entre Fd y complejos

inorganicos han llevado a la conclusion de que existe un solo sitio de unién entre
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los complejos inorganicos y la metaloproteina donde se puede llevar a cabo la
transferencia electrénica. En complejos catidnicos se observa una dependencia
muy marcada de la constante de asociacion K con la carga del oxidante,? lo que
significa que el sitio funcional posee carga negativa. De la secuencia de
aminoacidos se observan dos regiones negativas, la regién aminoacida 67-69 y
la 94-96 ademas de que el centro Fe;Sz(SR).> también es negativo y las Cys-41
y Cys-46 coordinadas al centro se encuentran expuestas. Los complejos
anidnicos y neutros no muestran cinéticas limitantes lo que indica que no ocurre
una asociacion anterior a la transferencia electronica; ademas el inhibidor de
Cr(lll) cationico acelera [a reaccion en el caso de los complejos anidnicos y tiene
efecto parcial en |0s neutros. Estos resultados indican que se presenta un solo

sitio de asociacién de todos los oxidantes a la proteina.®

De importancia considerable para entender el mecanismo de la
transferencia electronica entre metaloproteinas y los complejos inorganicos son
los estudios realizados utilizando complejos inorganicos cargados pero inactivos
a la transferencia electronica. Por ejemplo los complejos inactivos de metales
inertes con carga positiva como Cr®, Co® y Pt** '° son capaces de asociarse a
la metaloproteina en el mismo sitio que el reactivo redox activo con carga
positiva, esta reaccion de asociacidon competitiva da lugar a un mecanismo de
bloqueo para la reaccion con oxidantes que posean carga positiva.

A+B [AB] K1, K.
A+l [Al] Kz, k2
[AB] — productos kre

L]

Esquema Il Mecanismo de inhibicion de la transferencia electrénica.
Estudios sobre la asociacion de los complejos inorgdnicos a las

metaloproteinas realizados por RMN 'H nos proporcionan una evidencia del

mecanismo propuesto tanto para la transferencia electrénica como para la
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inhibicién, ya que se manifiesta la formacion del aducto proteina-complejo
metalico anterior a la transferencia electrénica, ademas de evidenciar el uso de
diferentes sitios de asociacion. Por ejemplo, para la ferredoxina el especiro de
'"H RMN muestra un desplazamiento y ensanchamiento paramagnético de los
residuos Tyr82 y Tyr25, cercanos a los residuos anionicos Asp22, Asp23 y
AspB2 (figura 2.6), debido a la presencia de [Cr(NH3)s]**, se ha demostrado que
inhibe |a transferencia electronica, disminuyendo la rapidez de reaccién entre la
ferredoxina y los complejos activos redox cargados positivamente. En contraste,
la adicién del compuesto redox inactivo de [Cr(CN)s]*> no tiene efecto alguno en
la region aromatica del espectro de '"H RMN, lo que indica que la asociacion del
anion a la ferredoxina no ocurre en la misma regién que en el caso de los
cationes 0 no ocurre asociacion alguna.* ? Hasta el momento no se ha
determinado la ruta de la transferencia electrénica pero en todos los casos se
trata de transferencia electronica de largo alcance aproximadamente con
distancias de 15 A%
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2.5 Sintesis de compuestos de coordinacion con ligantes
imidazdlicos.

El imidazol es un representante tipico de un gran grupo de ligantes
heterociclicos con nitrégeno como atomo donador. El imidazol y sus derivados
son componentes, como ligantes, de un gran numero de moléculas con
importancia biolagica y principalmente debido a esto es que la quimica de
coordinacién de estas moléculas se ha desarroliado y sigue desarrollandose de
manera extensa. Los compuestos de coordinacién con derivados
bencimidazdlicos han llamado la atencién ya que han servido de modelos de la
estructura, asi como de la reactividad de los iones metalicos en diversos
sistemas bioldgicos. 2832 _

Por otro lado, se ha observado que diversos compuestos derivados del
imidazol presentan actividades bioldgicas. Se ha demostrado que los derivados
del imidazol poseen actividades biocidas por lo que son ampliamente utilizados
en las industrias farmacéuticas y agroquimicas.® 3 Ademas es conocido que los
bencimidazoles muestran una gran variedad de propiedades farmacoldgicas
como son antiinflamatoria, antimalaria, antihelmintica, antiviral, antitumoral,
anticonvulsiva y antifungal.®®. El tiabendazol, 2-(4-tiazoli)bencimidazol, es un
conocido agente antihelmintico, antimicético y fungicida,®

Se ha informado la sintesis y caracterizacion de compuestos de
coordinacién con una gran variedad de ligantes derivados del bencimidazol
como son: el tris(2-bencimidacilmetil)amina, ligante polibencimidazélico
tetradentado tripoidal, el 2-aminometilbencimidazol, el tiazolilbencimidazol, el 2-
guanidinobencimidazol y el 2-(2-piridil)bencimidazol como ligantes bidentados y
el 2,6-bis(bencimidazolil)piridina como ligante tridentado por mencionar algunos.
La mayoria de estas sintesis se realizaron con iones metalicos de transicion
labiles como son: Co**, Ni%*, Cu®*, Mn?*, Zn%, Fe?"y Cg?*. 2%

En cuanto a compuestos de coordinacion de ligantes imidazdlicos y los
iones metalicos Fe(lll), Co(lll) y Cr(llll) se encuentra informados en la literatura’

un numero pequefio de sintesis. 2 3442
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Existe un numero limitado de publicaciones de complejos de cromo(lil)
con el imidazol o sus derivados.> En su mayoria estos informes se tratan de
compuestos utilizando el imidazol corﬁo ligante monodentado. Sin embargo, en
1971 se informd la sintesis de compuestos de coordinacién mixtos de Cr** con
los ligantes imidazdlicos bidentados 2-guanidinobencimidazol y el 2-(2°-
piridiflimidazol, ademas de la sintesis del compuesto  tris(2-

guanidinobencimidazol)cromo(lil) a partir del compuesto Ks[Cr(NCS)g].*°

Nishida en 1980 * informa la obtencion de compuestos de coordinacién
de Fe* y el ligante tris(2-bencimidazolilmetiijamina. Buchanan en 1993 #
sintetizd un compﬁesto dinuclear de hierro{lll) con puentes oxo con el ligante
tripoidal polibencimidazdlico tris(2-bencimidazoliimetillamina con el objeto de
modelar proteinas no hemo como la hemeritrina. En 1995 y 1996 Palaniandavar
infforma la. sintesis de compuestos mixtos de Fe(lll) utilizando ligantes
bencimidagélicos tridentados como analogos de dioxiglenasas.:”' 3 En la década
de los ochenta se realizan estudios importantes sobre el llamado fenémeno de
entrecruzamiento de espin, un grupo importante de compuestos que presentan
dicho fenémeno son los compuestos de hierro(ll) con ligantes nitrogenados
heterociclicos, como son los ligantes 2-(2°-piridil)bencimidazol y el 26-
* bis(bencimidazolil)piridina.®®* “° Durante el desarrollo de estos estudios se
sintetizan compuestos  de hierro(lil) con los ligantes 2.6-
bis(bencimidazolil)piridina y el 2,6-bis(N-metilbencimidazolil)piridina y se estudio
la quimicé redox asi como los espectros de resonancia paramagnética
electronica.

Es hasta 1996 que se informa la sintesis de compuestos de Co(lll) con
ligantes bencimidazdlicos, en este caso se tratan del 2-aminometilbenzimidazol y
su derivado 2-(-N-metilaminometil)bencimidazol. La sintesis se realiza a partir de
una sal de Co(ll) y su posterior oxidacidn, o alternativamente, a partir de la
sustitucion de ligantes en el compuesto de coordinacion [Co(NHa)s]Cla.*! Mas
recientemente en 1998 se informa la sintesis de otro compuesto de Co(lll) con el

ligante 5-metil-2-(1-metilbencimidazol2-il)piridina. *2
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3 Objetivos

¢ Sintetizar y caracterizar compuestds de coordinacion con los iones metalicos
Co(lllj, Cr(lll) y Fe(lll) utilizando los ligantes bencimidazdlicos: 2-
guani(f:linobencimidazol 2gb, tris(2-bencimidazoliimetillamina ntb, 2-
(aminbmetil)bencimidazol 2amb, 2-(4-tiazolil)bencimidazol 4tb, 2-(2'-
piridil)bencimidazo! 2pb y 2,6-bis(bencimidazolil)piridina bbimpy.

|

. Enteqder el mecanismo de accién de los compuestos de coordinacion de

derivados de imidazoles que inhiben las actividades fotosintéticas, para lo

cual se requiere:

= Aisla"r y purificar piastocianina y ferredoxina de plantas superiores.
i
» Realizar el estudio cinético en las reacciones de transferencia electrénica en

las metaloproteinas PCu y Fd y los compuestos de coordinacion con ligantes
derivados del imidazol,

v Determinar a partir de RMN el sitio de unién de los compuestos
bencimidazdlicos, utilizando los compuestos de Cr(lli}, para evidenciar el sitio
de unién en la PCu.
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4. Seccién Experimental

4.1.Reactivos.

Tris

Acetona técnica

NaCl

Ks[Fe(CN)s]

KoHP Q4

KH:PO4

Resina dietilaminoetil celulosa DE52
Resina Sephadex G-75

HCI conéentrado

Sacarosa comercial

Ascorbato de sodio
CuCly-2H,0

Metanol

Metanol anhidro

(NH4)2CO3

H20; al 30% viv
Co(NO3),-6H,0
2-guanidinobemcimidazol (2gb)
Solucion HCI 1.028 N

CrCly 'anhidro

zZn° graHalla

Ditionito.de sodio

DMSO

FeCly6H,0

FeCl; anhidro

NaHCO;
Tris(bencimidazolimetil)amina (nto)

Aldrich

Aldrich
Aldrich
Baker
Sigma
Whatman
Sigma
Mallinckrodt

Aldrich
Aldrich

Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich

Aldrich

Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich

Aldrich

Aldrich
Aldrich
Aldrich
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HNO3; concentrado Aldrich
CCIsCOOH Aldrich
Hg® ' ‘ Merck
H2S04 concentrado | Aldrich
1,10 fenantrolina (fen) Aldrich
HCIO4 Malincrodt
CrCl; ' Aldrich
NaClO4 ~Aldrich
2,6-bis(béncimidazolil)-piridina (bbimpy) Aldrich
2-(4-tiazolil)bencimidazol (4tb) Aldrichl
2-(2 -piridil)bencimidazol (2pb) Aldrich
clorhidrato de 2-aminometilbencimidazol (2amb) Aldrich
NaCH Aldrich

Cr metalico Aldrich

Todos los reactivos fueron de grado analitico a excepcion de [a sacarosa
comercial y la acetona técnica. En todos los casos los reactivos se utilizaron sin

ulterior purificacion.
4.2 Equipos y material.

Los andlisis elementales se llevaron a cabo en un analizador elemental
Fisons Instruments EA 1108 (CHNS-0), utilizando sulfanilamida y acetanilida
como estandares de calibracion., _

Los espectros de IR (4000-400 cm-1) se obtuvieron en un
espectrofotdmetro de transformada de Fourier Perkin-Elmer 1600.

Los datos de difraccion fueron colectados en 2 difractémetros: un
difractémetro automatico Siemens P4/PC y un difractémetro Siemens Smart-CD
usando radiacién monocromatica de Mo-Ka (A= 0.71073 A). Las estructuras
fueron resueltas utilizando el programa SHELXTL. ©

Los espectros electronicos en disolucidon se realizaron en un
espectrofotdometro UV-Visible HP8452A en el intervalo de 190 a 800 nm.
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Los espectros de reflectancia difusa se obtuvieroh en un
espectrofotémetro Cary 5E en el intervalo de 40000 a 4000 cm™.

Los espectros de RMN de 'H y ">C se obtuvieron en equipos Varian 300 y
400MHz asi como en equipos JEOL 300 y 400 MHz.

Las mediciones de susceptibilidad magnética se realizaron en una
balanza Johnson Matthey DG8 5HJ utilizando el método de Gouy, determinando
el momento magnético por el método de Evans.

Los estudios cinéticos se realizaron en un equipo “Stopped Flow” Applied
lPhotophysics modelo SW18. Con un bario de recirculaciéon marca Endocal RTE-
110 paré mantener las temperaturas (+ 0.1 °C). _

Los espectros de RMN de 'H para el estudio de la plastocianina se
realizaro?n en un equipo Varian de 500MHz.

4.3 Aislamiento y purificacién de metaloproteinas.

En este proyecto se desarrollaron técnicas para aislar ferredoxina y
plastocianina de hojas de plantas superiores, modificando técnicas informadas
en la fiteratura. “

El aislamiento y purificacién de estas metaloproteinas se realiza de
manera éimulténea y utilizando una gran cantidad de materia prima'. Todos los
procedimientos se realizan a temperatura de 0-4 °C dentro de un cuarto frio.

4.3.1 Aislamiento a partir de hojas de espinaca.

Se parte de 10 kg de hojas de espinaca frescas lavadas, drenadas y sin

tallo. Se empacan en lotes de 1 kg y se refrigeran hasta que son utilizadas.

a) Extraccion de cloroplastos. ‘

Se extraen en primer lugar los cloroplastos y para ello se homogeneizan
las hojas en lotes de 1 kg con 900 g de hielo picado, 100 mL de solucién
amortiguadora Tris/HCI (1 M) pH ~ 7 y- 1 L’de una solucion de sacarosa/NaCl
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(0.6 M/0.075 M) utilizando una licuadora de 4 L. El homogeneizado se filtra a
través de varias capas de telas'tipo gasa; el filtrado es entonces centrifugado por
10 min a 10 000 r. p.m. y se descarta el sobrenadante. Los cloroplastos que
contlenen las metaloproteinas son entonces resuspendidos en solucion
amortiguadora Trls!HCI (0.5M)pH = 7.

b) Extraccién de las metaloproteinas.

La extraccion de las metaloproteinas se realiza adicionando lentamente con
agitacion constante acetona helada (¥20 ° C) hasta un 35 % del volumen total,
con lo cual se rompe el cloroplasto, liberandose las proteinas. Los fragmentos de
cloroplaéto se retiran por centrifugacién y se recupera el sobrenadante. Las
metaloproteinas, en el sobrenadante, son entonces precipitadas al agregar
acetona helada (-20 °C) hasta un 80 % del volumen total, el precipitado formado
se deja feposar por 4 horas.

4.3.2 Aislamiento a partir de hojas de perejil.

a) Extraécién directa de las metaloproteinas.

Se homogeneizan las hojas en lotes de 1 kg utilizando 900 g de hielo picado,
100 mL de solucién amortiguadora TrisfHCI (1 M) pH = 7 y 1 L de acetona
helada (-20 °C). El homogeneizado se filtra a través de varias capas de telas; el
filtrado es entonces centrifugado por 7 min a 8 000 r.p.m. El sobrenadante se
recuperé y se frata con un volumen de acetona (-20 °C).equivalente a 1.2 veces
el volumen del sobrenadante El precipitado formado se deja reposar por 4
horas.

4.3.3 Separacién de PCu y Fd.

En ambos casos el precipitado café claro se resuspende en solucidn

amortiguadora Tris/HCI (0.06 M) pH ~ 7. El resuspendido se dializa por 6 horas
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aproximadamente con el mismo buffer previamente desgasificado para remover
impurezas de bajo peso molecular.

La separacion de las proteinas se realiza por medio de cromatografia de
intercambio anionico ya que ambas metaloproteinas poseen carga negativa. La

PCu tiene carga de -9 y la Fd de -18 en sus esta;dos reducidos, a pH 7.

El dializado café-rojizo se centrifuga para remover cualquier material
insoluble y se carga en una columna DE52 (resina de intercambio anionico)
previamente equilibrada en Tris/HCI (0.06 M) pH = 7. La columna se equilibra a
eluir ia columna con 3 veces el volumen del buffer correspondiente, con respecto
al volumen de resina, previamente a la carga de las proteinas.

La PCu se eluye en primer lugar por la solucién amortiguadora anterior
que contiene NaCl 0.2 M. La PCu es eluida en su estado reducido por [0 que su
presencia se verifica adicionando Ks[Fe(CN)s] lo que da una coloracién verde-
azulosa.

La Fd oxidada se eluye por la misma solucién amortiguadora previamente
degasificada, conteniendo NaCl 0.5 M.

4.3.4 Purificacion de plastocianina y ferredoxina.

Lal PCu aislada se reduce con ascorbato de sodio, se adiciona un
volumen de H,0 destilada fria equivalente al triple del volumen de la solucién
que contiene la proteina. La proteina diluida se carga en una columna DE52
equilibrada con solucic')ﬁ de fbsfatos (20 mM) pH =7.0. Se eluye la proteina con
una solucioén amortiguadora de fosfatos (0.15 M) pH 7.0, éu presencia se prueba
oxidandola con Kj[Fe(CN)s]. En su forma oxidada se adiciona un volumen de
H20 destilada fria equivalente al triple del volumen de la proteina. La PCu
oxidada ;se carga nuevamente a otra columna DE52 y se eluye con solucion
amortiguadora de fosfatos (0.1 M) pH 7.0. El eluido de la columna anterior se
concentra por ultrafiltracion, en un equipo de ultrafiltracion Amicon y utilizando
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una membrana YMS5, a un volume_-n aproximado de 30 mL. Por ultimo, utilizando

la PCu concentrada se lleva a cabo una filtracion en gel (Sephadex G-75).

La ferredoxina se purifica Unicamente por medio de una columna
cromatografica de filtracion en gel (Sephadex G-75) en condiciones anaerobias.
Anteriormente a esta columna la Fd es concentrada por medio de ultrafiltracion,

4.4 Sintesis de compuestos de coordinacion.

Se sintetizaron y caracterizaron por medio de espectroscopia IR, andlisis
elemental, susceptibilidad magnética, espectroscopia electronica en estado
sélido y disolucién y resonancia magnética nuclear 'H y *C (Co(lll)) los
compuestos de coordinacion con los ligantes 2-guanidinobencimidazol (2gb),
tris(2-bencimidazolmetil)amina (ntb), 2-(aminometil)bencimidazol (amb), 2-(4-
tiazolillbencimidazol  (4tb), 2-(2-piridil)bencimidazol (2pb) y 2,6-bis(2-
bencimidazolil)piridina (bbimpy)) y los iones metalicos Co® , Cr** y Fe* para
utilizarse como oxidantes o inhibidores para las reacciones de transferencia
electrénica de la PCuy la Fd.

4.4.1 Sintesis de los compuestos de cobalto(lll) con ligantes imidazdlicos.

" Para realizar dichas sintesis se parte de los compuestos
[Co(NH3)«CO3]NO3 o Naa[Co(COs)3)-3H,0 cuyas sintesis se encuentran
informadas en la literatura. % 4°

[Co(NH;)sCO;]NO;. Se disuelve en 60 mL de H,O 0.21 mol (20 g) de
(NH3).CO3 y se le adiciona a la disolucion anterior 60 mL de NH,OH
concentrado. Se mezcla con agitacion con una disolucion de 0.052 mol (15 g) de
Co(NO3)2-6H,0 en 30 mL de H,0. Posteriormente se agregan lentamente y con
agitacion 8 ml de HyO: al 30% v/v. Se evapora la soiucién a un volumen entre
90 y 100 mL sin permitir que la solucién ebulla. Durante la evaporacién se
agregan porciones de 5g de (NH,4).COaj. La solucién caliente se filtra para retirar
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impurezas solubles y el compuesto filtrado se enfria y se lava con HxQ y etanol.
Rendimiento: 25.86%

Na;[Co{CO;)3]-3H.0. A 50 mL de una solucion de 0.1 mol (29.1 g) de
Co(NO3)26H20 y 10 mL de H;0; al 30% v/v se le adiciona gota a gota y con
agitacion a una solucion fria de 0.5 mol (42 g) de NaHCQ; en 50 mL de H20. Se
deja reposar 1 hora con agitacion a 4° C. El precipitado se filtra y lava con agua

fria y etanol. Rendimiento: 75%.

[Co(fen);]{ClO4);. Se sintetizd el compuesto [Co(fen)s)(Cl04)s informado
previamente en la literatura.® La sintesis se llevd a cabo por medio de un
procedimiento alterno partiendo de Nas[Co(CO3)s]-3H0 como materia prima,
Una solucion acuosa de 3 mmol (0.540 g) de 1,10-fenantrol‘ina con 3 mL de
HNOj; concentrado se adicionan con agitacion a una suspension de 1 mmol
(0.361 g) de Na3[Co(COs3)a]-3H20 en H,0. La mezcla de reaccion se calienta a
reflujo por 4 ‘horas. La solucién se deja enfriar y precipita el compuesto al
agregar NaClO4. El compuesto amarillo se filtra y tava con H,O y etanol.
Rendimiento 65%.

[Co(bbimpy-H);]JOH. Una solucién de 2 mmol (0.622 g) de bbimpy en 50
mL de etanol caliente se adiciona a una suspensioén de 1 mmol (0.249 g) de
[Co(NH3)sCO3]NQOs3; se agregan 2 mL de HCI 1.029 N. La mezcla de reaccién se
calienta a feflujo por 7 horas. El precipitad'o amarillo se filtra al vacio y lava con

etanol. Rendimiento 73 %.

[Co{2pb).{NO;3)}(NO3)2¢C2HsO. Se disuelven en etancl 3.3 mmol (0.390 g)
de 2pb con 3 mL de HNOs concentrado y se adicionan con agitacion a una
suspensién de 1 mmol (0.361 g) de Néa[Co(003)3]-3H20 en etanol. La mezcla
de reaccién se calienta a reflujo por 4 horas. Se deja evaporar el disolvente a
temperatura ambiente y el compuesto amarillo se filtra al vacio y lava con etanol.
Rendimiento 47.6%. |
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[Co(2gb);]CI(NO;)z+H20 Una solucién de 4 mmol (0.700 g) de 2gb en 30
mL de metanol se aoiciona a una suspensién de 1 mmol (0.249 g) de
[Co(NH3)4sCO3]NO; se agregan 2 mL de HCI 1.029 N. La mezcla de reaccién se
calienta a reflujo por 7 horas. E! precipitado rojizo se filtra y lava con metanol.
Rendimiento: 85.6%.

[Co(2gb);)(CCI;CO0)sH;0. Se disuelven en metanol 3 mmol (0.525 g)
de Zgb.y se adicionan con agitacion a una suspension de 1 mmol (0.361 g) de
Naz[Co(COs3)3}-3H20 en metanol. Se utiliza CCI;COCH. La mezcla de reaccion
se calienta a refiujo por 6 horas. El precipitado rojizo se filtra y lava con metanol,
Rendimiento: 64.5%.

[Co(2gb);]Cl3+3H,0. Se disuelven por separado en 30 mL de metanol
1mmol (0.237 g) de CoClz3H,0 y 5 mmol (0.875 g) de 2gb. .Se mezclan las
soluciones y se calienta a reflujo por 5 horas. Se obtiene un precipitado rosa el
cual se aisla y lava con metanol. Rendimiento:64.2%.

[Co(ntb)CIJCI{NO;)«3H20. Una solucidén de 1 mmol (0.400 g) de ntb en 30
mlL de metanol se adiciona a una suspensidn de 1 mmol (0.249 g) de
[Co(NH3)4CO3]NO; se agregan 2 mL de HCI 1.029 N como catalizador. La
mezcla de reaccion se calienta a reflujo por 24 horas. Se deja evaporar el
disolvente a temperatura ambiente y el compuesto violeta se filtra y lava con
metanol. Rendimiento: 72.4%.

[Co(2amb);]Cle2H,0. Esta sintesis se encuentra informada en la
literatura por Mc Fayden.*’ Una solucién de 4.5 mmol (1 g) del clorhidrato
dihidratado del 2 aminometilbencimidazol (2amb) en 13 mL de H,O se neutraliza
con 0.305 g de NaOH y se adiciona con agitacién a una solucién acuosa de 1.5
mmol (0.36 g) de CoCl»2H,0. A la mezcla anterior se le adiciona carbén
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activado y 10 mL de metanol. Se burbujea aire por 6 horas. El compuesto se
aisla por filtracidn y se lava con H>O y metanol. Rendimiento: 75.6%.

4.4.2 Sintesis de los compuestos de cromo(lll) con ligantes imidazéticos.

[Cr(2gb)s]CI(ZnCl4)+CH4O y [Cr{2gb);]Cl3+4H20. 1 g (6.3 mmol) de CrCl3
anhidro se suspende en 50 ml. de metanol anhidroc se agregan 10 mg de
granalla de Zn e inmediatamente se adiciona con agitacion una solucién de 3.3
g (18.9 mmol) de 2gb en metanol anhidro. Se agita ia mezcla reaccionante por 5
min y se calienta a 40 ° C por 5 horas. Inmediatamente se forma un precipitado
rosa oscuro el cual se filtra y lava con metanol [Cr(2gb)3]CI(ZnCI4)-CH4O. El
disolvente de las aguas madres se deja evaporar a temperatura ambiente y se
obtiene un compuesto rosa el cual se aisla y lava con metanol
[Cr(2gb)s]Cl3+4H20.  Rendimientos:  [Cr(2gb)s]CI(ZnCls)eCHO  2.4% vy
[Cr(2gb)3]Cl3«4H20 95.2%.

[Cr2(2gb)s{n-OH)2](Cl04)4¢5H,0. Esta reaccidn se realiza en condiciones
anaerobias, en linea de vacio. En primer lugar es necesario preparar una
solucién 1 M de Cr(H;0)s**. La solucién de cromo(ll) se prepara con 10 mmol
(1.22 g) de CrCl; anhidro en 10mL de HCIO4 2M desgasificado. La sintesis se
realiza con una.solucién de 3 mmol (0.525 g) de 2gb en metanol la cual es
desgasificada y se le agrega con agitacion 1 mL de la solucidon acuosa de
cromo(ll). La soluciéon morada obtenida se oxida con aire y se le agrega 2 g de
NaClO4 Rendimiento 48.1%.

[Cr(ntb)Cl;]Cle3H20. Se coloca 1mmol (0.158 g) de CrCis anhidro en el
filtro dedal de un extractor Soxhlet junto con una pequefia porcion de una |
amalgama Zn-Hg previamente activada en H,SQ, diluido. En el matraz se coloca
1 mmol (0.400 g) de ntb en 60 mL de metanol anhidro. Se burbujea N, por 10
min antes de iniciar el calentamiento. Se comienza la extraccién del CrCl; como

una solucién verde que reacciona con el ligante, cuando todo el CrCls ha sido

30



4. Scecion Experimental

extraido se continia el reflujo 1 hora.-El precipitado verde se filtra y lava con |

metanol. Rendimiento; 42.3%.

[Cr{bbimpy)Cls]s12H,0. Se coloca 1mmol (0.158 g) de CrClis anhidro en
el filtro dedal de un extractor Soxhlet junto con una pequefia porcién de una
amalgama Zn-HQ previamente activada en H,SO4 diluido. En el matraz se coloca
2 mmol (0.622 g) de bbimpy y 60 mL de etanol anhidro caliente. Se burbujea N
por 10 min antes de iniciar el calentamiento. Se comienza la extracciéon del CrCls
como una solucién verde que reacciona con el ligante, cuando todo el CrCls ha
sido extraido se contina el reflujo 1 hora. EI precipitado verde se filtra y lava con

metanol. Rendimiento: 92.6%.

[Cr(4tb).Cl;]Cl.1.5C,HsO. Se coloca 1mmol (0.158 g) de CrCl3 anhidro en
el filtro dedal de un extractor Soxhlet junto con una pequena porcién de una
amalgama Zn-Hg previamente activada en H>SO, diluido. En el matraz se coloca
3 mmol (0.603 g} de 4tb y 60 mL de etanol anhidro. Se burbujea N, por 10 min
antes de iniciar'el calentamiento. Se comienza la extraccién del CrClz como una
solucién verde que reacciona con el ligante, cuando todo el CrCis ha sido
extraido. se continda el reflujo 1 hora. El precipitado gris se filtra y lava con

metanol. Rendimiento: 91%.

[Cr{2pb).Cl2]Cle2H,0. Se coloca 1mmol (0.158 g) de CrCl; anhidro en el
filtro dedal de un extractor Soxhlet junto con una pequena porcion de una
amalgama Zn-Hg previamente activada en H,S0, diluido. En el matraz se coloca
3 mmol {0.582 g) de 2pb y 60 mL de etanol anhidro caliente. Se burbujea N2 por
10 min antes de iniciar el calentamiento. Se comienza la extracciéon del CrCls
como una solucién verde que reacciona con el ligante, cuando todo el CrClz ha
sido extraido se continua el reflujo 1 hora. El precipitado verde se filtra y lava con

metanol. Rendimiento: 49.5%.
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4.4.3 Sintesis de los compuestos de hierro(lll) con ligantes imidazélicos.

[Fe(DMSO)s}(NO);*'. Se calienta una solucién de 2 g de Fe(NO3)36H,0
en 50 mL de DMSO seco hasta la formacién de un precipitado amarillo claro. E
. compuesto se aisla y seca al vacio. Rendimiento: 69%.

[Fe(2gb);](NOs)s. Para realizar dicha sintesis se parte del compuesto
[Fe(DMSO0)s](NO); se disuelve 1 mmol (0.710 g) del compuesto en 15 mL de
acetonitrilo anhidro y se le adiciona una solucién de 3 mmol (0.525 g) de 2gb en
30 mL de acetonitrilo anhidro. Se mezclan ambas soluciones y se calienta a
reflujo por 24 horas en condiciones anhidras, utilizando una trampa de CaCl,. El
compuesto amarillo precipita y se aisla por medio de filtracion. Rendimiento:
83.7%.

[Fe(ntb)CI2]CI-3.HgO. Se disuelve 0.808 mmol (0.329 g) de ntb en 15 mL
de etanol. A la solucién se le agrega con agitacion una solucion de 0.814 mmo!
(0.220 g) de FeCl36H20 en 10 mL de etanol. De la solucién roja se aisia un
compuesto rojo por evaporacion del disolvente -a temperatura ambiente.
Rendimiento: 48.2%.

[Fe(bb:mpy)Cl;]-3HgO Se disuelve 1 mmol (0.162 g) de FeClz anhidro en
20 mbL de acetonitriio seco. Esta solucion se le agrega con agitacion y
calentando a una suspension de 2 mmol (0.622 g) de bbimpy en 30 mL de
acetonitrilo seco. Se deja enfriar la solucion con agitacién y el precipitado café
formado se deja reposar 1 hora. El compuesto se filtra y lava con acetonitrilo

seco, Rendimiento: 37%.

[Fe(4tb);]1Cls. Se disuelve 1 mmol (0.162 g) de FeCls anhidro en 20 mL de
acetonitrilo seco. Se adiciona con agitacién y calentando una solucion de 3 mmol
(0.603 g) de 4tb en 30 mL de acetonitrilo seco. Se deja enfriar la solucion con
agitacion y el precipitado café formado se deja reposar 1 hora. El compuesto se

filtra y lava con acetonitrilo seco. Rendimiento: 30.5%.
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[Fe(2pb)2C12]C1H,0. Se disuelve 1 mmol (0.162 g) de FeCl; anhidro en
20 mL de acetonitrilo seco. Se adiciona con agitacién y calentando una solucién
de 3 mmol (0.582 g) de 2pb en 30 mL de acetonitrilo seco. Se deja enfriar la
solucion con agitacion y el precipitado café formado se deja reposar 1 hora. El
compuesto se filtra y lava con acetonitrilo seco. Rendimiento: 32%.

4.5 Estudios de estabilidad de los compuestos de coordinacion en
disolucidn,

Se preparan 10 mL de una disolucién 1 mM de cada uno de los
compuestos de coordinacién en una mezcla de DMSO/H,0 10% o 50% viv
segun sea su solubilidad.' El pH se fija en 7.0 con buffer Tris/HCI 10mM y NaCl
0.1 M. El espectro electrénico se obtiene en un equipo Hewlett Packard HP8452

en el intervalo de 200 a 800 nm, a una temperatura fija de 25 °C £ 0.1.

4.6 Estudios cinéticos de la transferencia electrénica entre las
metaloproteinas y los compuestos de coordinacion de derivados
bencimidazdlicos.

4.6.1 Reacciones de transferencia electronica.
Una vez que se tienen las metaloproteinas puras se realiza el estudio
cinético mediante técnicas de mezclado rapido y flujo detenido (“stopped-flow”).

Se observa el efecto que tienen nuestros compuestos de coordinacion de
derivados imidazolicos en las metaloproteinas en su forma reducida.
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Parte de la PCu utilizada en los estudios cinéticos fue un obsequio del
Prof. M. Ejdebadk de la Universidad de Géteborg en Suecia. Obtenida por la
sobreexpresion del gen en Escherichia Coli.

Condiciones experimentales utilizadas para las reacciones con la PCu:

e Solucién amortiguadora de Tris/HCI (20 mM) pH=7.0 y 8.0, fuerza idnica
constante, { =0.03 M (NaCl). Solucion DMSQ/H20 al 25% viv.

s Metaloproteina en . su forma reducida (exceso ditionito (N328204)),
concentracion de la proteina aproximadamente 10° M

e Se dializa la proteina para elimiﬁar el exceso de reductor, de esta manera se
evitan reacciones secundarias.

+ Condiciones de pseudo-primer orden. Exceso de oxidante (compuestos de
coordinacion de los derivados bencimidazélicos). Se varia la concentracién
del oxidante.

e Teécnicas de mezclado rapido (stopped-flow). Equipo Applied Photophysics.
La constante observada kqps se calcula para A = 600 nm.

» Se varia la temperatura en el intervalo de 19 °C a 30 °C.

Condiciones experimentales utilizadas para las reacciones con la Fd:

e Se trabaja en condiciones anaerobias absolutamente libre de O,. La Fd, se
desnaturaliza al contacto con el O, rompiéndose los puentes disulfuro.5?

» Solucién amortiguadora Tris/HCI (20mM) pH 8, fuerza idnica constante | =0.03
M (NaCl).

 Metaloproteina en su forma reducida (exceso ditionito), concentracion de la
proteina aproximadamente 10° M

« Condiciones de pseudo-primer orden. Exceso de oxidante (compuestos de
coordinacién de los derivados bencimidazdlicos). Se varia la concentracién

del oxidante.
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» Técnicas de mezclado rapido (stopped-flow). Equipo Applied Photophysics. La
constante observada kqps se calcula para A = 422 nm.

e Se varia la temperatura en el intervalo de 19°C a 30° C.

4.6.2 Reacciones de inhibicion competitiva para la plastocianina.

Se utilizan las mismas condiciones experimentales que en las reacciones
de transferencia electrénica manteniendo la temperatura constante en 25 +
0.1 °C.

Se utilizan diversas concentraciones del compuesto redox inactivo

(inhibidor) siempre en exceso con respecto al oxidante [Co(fen)s)**.

4.7 Estudios de RMN para la plastocianina.

La PCu se reduce con NazS;04 y se intercambia el buffer en H,0O por una
sofucién amoﬁiguadora de fosfatos (30 mM) a pH=7.0 en 92.8% D,0 por medio
de ultrafiltracion en un equipo Amicon utilizando una membrana YM5. La
concentracion final de la PCu reducida es aproxihadamente 1.5 mM.

En primer lugar se adquiere el espectro de RMN 'H de la proteina
reducida, posteriormente se le adiciona con una micropipeta DMSO-dg hasta un
22% viv y se adquiere nuevamente el espectro. Por ultimo, se le adiciona a esta
disolucion de proteina ‘mediante una micropipeta 0.3 mol equivalente (5 pL) de
[Crz(u-Osz(ng)4]4*, de una solucion 0.05 M en DMSO-ds. Se adquiere
nuevamente el espectro de RMN 'H.
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5. Andlisis de Resultados y Discusién

5.1 Aislémientb, purificacion y caracterizacion de Plastocianina (PCu) y
Ferredoxina (Fd).

La PCu no se obtiene de manera comercial, por otro lado la Fd se puede
adquirir de Aldrich pero no suficientemente pura y a un alto costo; por lo tanto es
importante contar con métodos répidos y convenientes para el aislamiento de
estas metaloproteinas.

Durante el desarrollo del proyecto de investigacion se utilizaron dos
métodos de aislamiento, en el primer método las metaloproteinas se aislan a partir
de 10 kg de hojas de perejil frescas; en el segundo método se utilizaron 10 kg de
hojas de esplnaca frescas.

EI- primer método utilizado se basa en el aislamiento informado por
Plesnicar; y Bendaill en 1970;45 en este procedimiento se utiliza 1 L de acetona (-20
°C) por kilo de hojas lavadas. Por o que se utilizan por aislamiento
aproximafdamente 15 L de acetona; lo que eleva de manera importante el costo de
la prepargcién y el riesgo, ya que el aislamiento se realiza en el cuarto frio el cual’
no poseé ventilacion adecuada. Adicionalmente, se abtuvo un bajo rendimiento en
el aislamien'to ya que en este metodo se utiliza una extraccion inicial con acetona,
la cual ademas de las proteinas extrae diversos componentes membranales como
son lipidos, clorofilas y carotenoides los cuales interfieren en las columnas
cromatogréficas y en la deteccion de las proteinas; por 10 que son necesarios
varios p:rocedimientos de cromatografia de intercambio anidnico para la
puriﬁcaci()n.

El'método utilizado en este proyecto para el aislamiento de la PCu y Fd a
partir de hojas de espinaca posee una diferencia importante con respecto al
aislamiento a partir de hojas de perejil ya que en este caso no se utiliza 1 L de
acetona por kilo de hojas, dado que en primer lugar se aislan los cloroplastos en
solucion acuosa y posteriormente se realiza el rompimiento de la membrana del

i
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cloroplasto al agregar écetona (-20°C) hasta una concentracion de 35% v/v. La
extraccidn de los cloroplastos evita la contaminacion, por los diversos
componentes membranales, clorofilas, etc., de la Fd y PCu aisladas.

El procedimiento utilizado es una modificacion a los informados por
Borchert en 1970* y Morand en 1993.7 En el método informado en 1970, se
realiza por vez primera el aislamiento simulténeo de Fd y PCu dando buenos
rendimientos, la modificacion realizada a este método radica en que durante la
extraccion de cloroplastos no se utilizé Triton X-100 como se infor_ma en cambio se
utiliza una solucién de sacarosa/Cl" como en el método informado en 1993 por
Monrad, las modificaciones al método de Monrad realizadas se encuentran en la
puriﬁcacic"m, ya que en nuestro caso se utiliza cromatografia de intercambio
aniénico como fo informa Borchert en lugar de la precipitacién por (NH,)2S0,.

Con este procedimiento se aislan simuitaneamente las dos metaloproteinas
eluyéndose en primer lugar la PCu, con una carga negativa de 9 a pH aproximado
de 7, utilizando una concentracién de cloruros del eluyente de 02 M vy
posteriormente al aumentar la concentracion de cloruros del eluyente 2 0.5 M |a
Fd, con una carga negativa de 17 a un pH aproximado de 7, eluye.

El aislamiento a partir de hojas de espinaca frescas resultd ser el mas
conveniente a nuestra infraestructura obteniéndose un mayor rendimiento y
pureza de las metaloproteinas. !

Una vez realizado el aislémiento de la Fd y PCu se llevd a cabo su
purificacion por medio de columnas de cromatografla en primer lugar por medio
de una resina DE52 de intercambio anidnico y por Gltimo se concentra la proteina
por ultrafiltracién a un volumen menor a 10 mL Yy se carga en una columna de
filtracién en gel, donde la separacién' se lleva a cabo por tamafos. La
concentracion final de las metaloprotelnas puras es aprox:madamente 5x10° M.
El rendimiento aproximado fue de 1.5 mg de proteina pura por kilogramo de hoja.

La caracterizacion y verificacion de |3 pureza de la PCu se realiza por
medio de espectroscopia UV-Visible. En el espectro electrénico de la PCu(ll} de
espinaca a pH = 7 se observa un maximo de absorcion en 597 nm (e = 4.9 X 103

M™ cm™), ademas de una relacion de absorcién de mMAaximos Az7a/Asey = 1.69 1119
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Figura 5.1 Espectro UV- visible de Ia plastocianina de espinaca.

La Fd de espinaca se caracteriza y verifica su pureza de la misma manera,
por espectroscopia UV-Visible ya que en el espectro electronico se observa una
banda de absorcion cuyo maximo esta en 277 nm (c=148 X 10° M cm™) y una

relacion de absorcion de picos Asf/Agry = 0.61. 25
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Figura 5.2. Espectro UV-Visible de Ia ferredoxina de espinaca.
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5.2 Sintesis y caracterizacion dé los compuestos de coordinacion con
ligantes bencimidazdlicos.

Los derivados bencimidazélicos y sus compuestos de coordinacion han sido
ampliamente estudiados en las Ultimas décadas.?®*? Este estudio se ha llevado a
‘cabo de manera extensa ya que los compuestos derivados del imidazol poseen
actividades biolégicas; por ejemplo los bencimidazoles sustituidos en la posicién 2
presentan una importante actividad como antivirales. 3%

H
H \ N
N H 7 cH, 2\]4N
/>_N /H NH-- R /N
N >/~N\ N “NH
N H
H
2-guanidinobencimidazol Tris(2-bencimidazolilmetillamina
(2gb) (ntb)
H
T ]
N N N —
Ty GO
N N \ /
2,6-Bis(2-bencimidazolil)piridina 2-(2 piridil)bencimidazol
(bbimpy) (2pb)
A
N _ H
/>—(\S ‘ N
N N:/ /> AN
N NH,
2-(4-tiazolil)bencimidazol 2-(aminometil)bencimidazol
(4tb) (2amb)

Figura 5.3. Estructuras de los ligantes bencimidazélicos utilizados
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5.2.1 Compuestos de coordinacién de cobalto(lll). _

En la literatura se encuentran un nlmero reducido de informes de
c:ompuestos de coordinacién con ligantes bencimidazélicos y el ion metalico
Co(lll). Se informan compuestos derivados del 2-aminometilbencimidazol '
2(N-metilaminometil)bencimidazol,*' asi como con el 5-metil-2-
(metilbencimidazoli)piridina. *?

Durante la realizacién de este proyecto, en las sintesis se utilizaron como
materias primas: cloruro de cobalto(ll), [Co(NH3)sCO3]JNO; 6 Nas[Co(CO3)s)-3H-0.
En la literatura se informa que la ruta optima para realizar la sintesis de
compuestos de cobalto(lll) es a partir de cobalto(ll) y su posterior oxidacion
utilizando O, o H,0, como oxidantes. Esta ruta sélo tuvo éxito cuando se utilizaron
2gb 6 2amb como ligantes. Con el resto de los ligantes la oxidacion del compuesto
de coordinacion de cobalto(ll) con O, 6 H202- llevé a productos de descomposicion,
posiblemente de polimerizacién.>* Es necesario por lo tanto partir de un
compuesto de cobalto(lll) y realizar la substitucion de los ligantes. En este
proyecto se utilizaron dos compuestos de cobalto(lll) que poseen en su esfera de
coordinacion carbonatos, los cuales son faciimente sustituibles en presencia de
H*, de esta manera se evita la posterior oxidacién de los compuestos de Co(ll). A
partir de estas rutas de sintesis se obtuvieron 7 compuestos de coordinacion de
cobalto(lll).En e} caso de los ligantes bbimpy y ntb es posible partir de cualquiera
de los dos compuestos de cebalto(lll), mientras que el ligante 2pb reacciond
Unicamente con el triscarbonatocobalto(lll); pero 2gb y 2amb reaccionaron por
cualquiera de las tres rutas obteniéndose el mismo cation pero con diferentes

aniones.

Los compuestos de coordinacion de Co(lll) se caracterizaron utilizando IR,
susceptibilidad magnétiga, espectroscopia electrénica, analisis elemental y
adicionalmente se utilizé RMN 'H y °C, ademas de difraccion de rayos-X.

Los analisis elementales y las formulas propuestas para cada compuesto a

partir del analisis se presentan en la tabla 5.1.

46



5. Anilisis de Resultados

Tabla 5.1. Férmulas minimas y analisis elementales de los compuestos de

cobalto(lll)
Analisis Elemental
Compuesto Enc.(Calc.)%
C H N
Co-1 [Co(bbimpy-H),]OH 65.97(65.52) 3.52(3.59) 20.45(20.12)
Co-2 [Co(2pb)2(NO3)J(NO3)2eC2HsO  |45.70(45.83) 3.38(3.55) 18.17(18.50)
Co-3 [Co(2gb)a]Clz(NO3)eH,0 39.15(39.20) 4.18(3.97)  30.22(30.47)
Co-4 [Co(2gb)3](CCI3CO0)3+H0 33.12(33.18) 2.95(2.69) 19.30(19.36)
Co-5 [Co(2gb)3]Clze3H,0 40.38(40.63) 4.57(4.69) 29.41(29.61)
Co-6 [Co(ntb)CIICI(NO3)«3H0 43.01(44.12) 4.19(4.17) 18.88(17.15)
Co-7 [Co(2amb)3]Clze2H,0* 44.47(44.84) 527(4.86) 19.63(19.61)

* Compuesto previamente sintetizado por McFadyen ef al en 1996.>

Los momentos magnéticos efectivos de Co-1, Co-2, Co-3, Co4, Co-5y
Co-7 confirman que los compuestos de Co(lll) son diamagnéticos, es decir se trata
de compuestos octaédricos ‘de bajo espin. Se presenta una excepcion con el
de 4.6 M.B.

asociado a un compuesto de cobalto(lll) o cobalto(ll) con geometria

compuesto Co-6 el cual presenta un momento magnético ex

pentacoordinada. %

5.2.1.1 Caracterizacién espectroscépica UV-Visible e IR de los compuestos de

cobaito(iil}).

En la tabla 5.2 se presenta la caracterizacién en estado sélido por
espectroscopia electronica (reflectancia difusa) y espectroscopia infrarroja de los
compuestos de cobalto(ll). '

47



5. Andlisis de Resultados

Tabla 5.2. Datos espectroscopicos de UV-Vis e LLR. de los compuestos de

cobalto(lll) |
UV-Vis. ' IL.R.
Compuesto Vi V2 v(N-H) v(C=C)+ v(C=N) &(N-H) 3(C-H)
cm’’ cm?
bbimpy ‘ 3055 1599, 1588, 1571 1459 741
Co-1 17 860, 24 508 3050 1605, 1571 1470 735
2pb 3056 1693, 1567 1442, 1400 743
Co-2 . 23364 3066 1613, 1592 - 1461 7486
2gb 3140 1648, 1598, 1540 1450 740
Co-3 19 630, 26 110 3190 1666, 1610, 1566 1462 742
Co-4 19 455, 26 380 3149 1676, 1565 1460 744
Co-5 19 493, 25 510 3214 1668, 1602, 1566 1462 754
ntb 3384 1622, 1536 1438 742
Co-6 6 330, 11 235, 17 860° 3386 1623, 1594 1454 746
2amb : 3305 1629, 1576 - 1485 772
Co-7 20 000, 27 027 3424 1618, 1592 1477 745

® v3 Co-6 es un compuesto pentacoordinado.

Las bandas de absorcién observadas en los espectros en estado sdlido
corresponden a las transibiones que se predicen para los compuestos octaédricos
de bajo espin de Co(lll). EI Co(lll) es un ion d® en una geometria octaédrica de
bajo espin para el cual hay dos transiciones permitidas por espin vy: ‘ng +—‘A1g y
vz:1T1g <—'A1g.57 En los espectros de los compuestos Co-1, Co-3, Co-4, Co-5y

Co-7 se observan 2 bandas de absorcion, la primera aparece en la region-de

17300 a 20000 cm™ mientras que la segunda se encuentra en la region de 23000

a 27100 cm™. En el compuesto Co-2 que contiene al ligante 2pb la segunda
transicion se traslapa con la banda de transferencia de carga por lo que solamente
se asigna vy en 23364 cm™. El espectro del compuesto Co-6 presenta 3

transiciones, caracteristica de un compuesto pentacoordinado de Co(lll) (v3; & =
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e, va &> ay’ yvie’ N a1") 6 Co(ll) {vs: “E""(P} « ‘A", vz “E'(F) « ‘A’ y vo
E(F) « Ag).58 57

Hasta el momento se han informado un numero limitado de compuestos
pentacoordinados de Co(lll),** ** éstos se han obtenido utilizando como ligantes
bases de Schiff o fosfinas. Los compuestos pentacoordinados han demostrado ser
inestables en solucién, ademas de que en la presencia de aire se descomponen
para dar compUestos impuros de Co(ll) y ligante libre. En ef caso del compuesto
Co-6 que contiene el ligante tripoide ntb, se ha observado anteriormente que el
ligante ntb tiende a estabilizar estructuras pentacoordinadas,® ® por lo que en
nuestra reaccion no se favorece la estabilizacién del compuesto de Co(lll) de bajo
espin y ocurre una reduccion espontanea resultando en un compuesto de Co(ll) ya
informado en la literatura. 5

Las brincipales vibraciones observadas para los ligantes bencimidazaélicos
son las que corresponden a las vibraciones V(N-H), v(C=C} + v(C=N); 8(N-H) y
5(C-H) del anillo bencimidazdlico fuera del plano. En todos los espectros de IR de
los compuestos de coordinacion de cobaito(lll) se observan estas vibraciones
desplazadas a mayor.energia con respecto a la posicién de la vibracién en el
espectro del ligante libre (tabla 5.2). Las vibraciones observadas en los espectros
de IR de los compuestos de coordinacion (tabla 5.2), indican que todos los
ligantes: bbimpy, 2pb, 2gb, ntb y amb se coordinan por medio del nitrégenc
imidazélico. En el caso de los compuestos con los ligantes bbimpy y 2pb, el ligante
se coordina ademas a través del nitrdgeno piridinico. La banda de vibracion
asociada al anillo de la piridina en 1151 cm™ para 2pb se desplaza a mayor
energia.’® ¢ En el compuesto Co-2 la banda de vibracion se observa en
1154 cm™. En el espectro del bbimpy libre se observa una banda intensa en 1317
cm™ asociada al anillo piridinico, la cual se desplaza a mayor energia y dobletea
con la quelatacion.® En el espectro IR del compuesto Co-1 se observa la banda
dobleteada en 1359 y 1323.5 ¢m™. En los compuestos de 2gb el ligante se
coordina de manera bidentada a través del nitrégeno imidazolico y del grupo
guanidino, ya que se observa que la banda de vibracién v(NH--N) del grupo
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guanidino® se desplaza de 3444 cm™ en el ligante libre a 3352, 3354 y 3338 cm”’
en los espectros de los compuestos Co-3, Co-4 y Co-5 respectivamente. Las
vibraciones observadas en el espectro IR indican que el ntb en el compuesto Co-6
se coordina de manera tetradentada en forma semejante a como ocurre en el caso
de los iones metalicos Cu(ll), Co(ll) y Ni(ll), se observa un desplazamiento de las
vibraciones asociadas al enlace C=N a mayor energia .>* % En los espectros de
los compuestos Co-2, Co-3 y Co-6 se observa una banda de vibracion en

1384 cm™ debida a la presencia de los nitratos iénicos.

5.2.1.2 Caracterizacion por Resonancia Magnética Nuclear de los compuestos de

cobaito(lil).

Se realizaron experimentos de RMN de "H y ®C asi como las resonancias
bidimensionales 'H COSY y 'H-')C HETCOR para la elucidacion de las
estructuras de los compuestos de Co(lll).

RMN del compuesto Co-1
La estructura de ligante bbimpy asi como su numeracion se

presentan en la figura 5.4. Esta estructura posee un sistema AB, correspondiente
a la piridina, asi como el sistema AA’BB’ caracteristico al grupo bencimidazélico.

Figura 5.4. Estructura y numeracién del bbimpy.
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La férmula propuesta para et compuesto Co-1 es [Co(bbimpy-H)]JOH, en la
cual el ligante 2,6-bis(bencimidazolil)piridina se coordina de forma monoanidnica
como se ha informado en el caso de Mn(l)*? y Cd(II)*® utilizando como medio de
reaccion un disolvente organico neutro y prético (metanol). En general, la
desprdtonacién del anillo bencimidazélico requiere la presencia de una base. Ei
producto de la reaccién de MnCl>-4H,0 en etanol con bbimpy es un compuesto en
que el ligante se encuentra en forma monoanidnica. Por lo tanto, es posible que la
coordinacion del ion metalico promueva la desprotonacién del anillo
bencimidazdlico. En la sintesis de Co-1, se encuentran presentes en el medio de
reaccion bases de Lewis provenientes de la materia prima; [Co(NH3)sCO3]NO3, por
lo que el NHs libre pudo desprotonar al bbimpy favoreciendo la forma
monoanidnica. Otra alternativa es que de la misma manera que en el caso de
Mn(Ill) y Cd(ll) al utilizar un disolvente prético como etanol y en presencia del ion

metalico se desprotone e! ligante, dando lugar a la forma monoanidnica.

En el espectro de RMN 'H del ligante libre obtenido en DMSO-ds se
observan 5 sefales. La primera en 13.0 ppm que corresponde a 1-H, el protén
acido del grupo bencimidazolico, ésto se confirma al realizar el intercambio con
D20. Posteriormente se observan 4 sefales en la region de 7.2 a 8.5 ppm. Dos
seflales corresponden al sistema AB: de la piridina, la sefial doble en 8.33 ppm
corresponde a 13-H y 15-H y la sefial triple en 8.13 ppm acoplada con la anterior
es |a correspondiente al 14-H. El sistema AA'BB’ de los protones del bencimidazol
no se resuelve y se observan dos sefiales anchas, la primera en 7.72 ppm que
corresponde tanto a 4-H como 7-H y la segunda sefial en 7.31 correspondiente a
5-H y 6-H. Esta asignacién se realiza por medio del espectro bidimensional COSY.

En el espectro de '°C del bbimpy en DMSO-ds se observaron ias 10 sefiales
esperadas, cuatro de ellas corresponden a los carbonos cuaternarios; C-2 en
151.1, C-10 + C-12 en 148.3, C-9 en 144.? y C-8 en 134.9 ppm. El resto de las
senales se trata de carbonos C-H; C-14 en 139.7, C-13 + C-15 en 121.9, C-4 en
120.3, C-5en 122.8, C-6 en 124.3 y C-7 en 112.3 ppm. La asignacion nuevamente
se realiza por medio de resonancia bidimensional HETCOR 'H-'*C.
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El especiro de 1I_-I de Co-1 en DMSQ-ds muestra 8 sefales (figura 5.5).

o " ‘“‘;rg’ 4-H
144 15H M58 -~

A e e

9.0

Figura 5.5. Espectro de RMN "H para Co-1 en DMSO-d6 a 300 MHz.

Se observan dos sefiales anchas de protoneé acidos no asignables
correspondientes al grupo imidazol y al OH en 2.94 y 3.20 ppm. Se observa
nuevamente el sistema AB; de la piridina desplaiado a frecuencias mayores; las
senales aparecen en 8.83 y 8.0 ppm para 14-H y 13-H + 15-H respectivamente.
Se observa un desplazamiento mayor a frecuencia mayor en el caso del 14-H ya
que es el protdn que se encuentra en la posicién para con respecto al sitio de
coordinacion. El sistema AA'BB” del grupo bencimidazélico se resuelve debido a
la coordinacion y por lo tanto se observan 4 seriales. El espectro de RMN 'H
muestra que las seﬁales' del sistema bencimidazodlico se desplazan a frecuencias
menores debido a la coordinacion al metal. Es importante resaltar que 4-H se
desplaza de manera muy importante (A8 = -2.04 ppm) a frecuencia menor debido
a la proximidad de este protén al anillo bencimidazélico del ligante vecino.®® La
asignacion de las sefales se realizé por medio del espectro bidimensional 'H->C-
HETCOR las sefiales se localizan en: 4-H en 5.69,5-Hen6.74,6-Hen 6.64 y 7-H
en 7.27 ppm. En el espectro de RMN de "C las sefales asignadas para el
compuesto Co-1 son: C-14 en 143.63, C-13 + C-15 en 119. 3, C-12 + C-16 en
156.42 ppm para el anillo de la piridina, nuevamenté al igual que en el caso de la
RMN de 1H el carbono C-14 en la posicién para al sitio de coordinacién del anillo
piridinico se desplaza de manera importante a frecuencias mayores. En el caso
del bencimidazol C-2 en 165.9, C-4 en 111.43, C-5 en 122.2, C-6 en 120.5. C-7 en
120.34,C-8 en 147.6 y C-9 en 142.0 ppm.
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A través de los espectros de RMN se concluye que el ligante bbimpy se
coordina de manera monoaniénica ya que los desplazamientos en 3C son
equivalentes a los del ligante en su forma desprotonada,®® ya que el
desplazamiento en RMN 3C depende de la posicién del par electronico libre, los
carbonos vecinos a un par libre aparecen 10 ppm a mayor frecuencia que los
vecinos a un NH.% En el compuesto Co-1 los carbonos C-8 y C-9 se encuentran
aproximadamente en el mismo desplazamiento, lo que indica la deprotonacion.

Los carbonos cuaternarios vecinos a los sitios de coordinacion, C-2, C-8 y
C-10, se desplazan de manera importante a frecuencias mayores ‘poniendo en
evidencia la coordinacion al metal por medio del nitrogeno piridinico y del
nitrégeno imidazdlico.

En los espectros se observan las sefnales correspondientes unicamente a
un tipo de ligante coordinado, ademas de que el ligante a su vez conserva la
simetria ‘que poseia en su estado libre, es decir ambos bencimidazoles son
equivalentes, debido al plaho de simetria que pasa a través del nitrégeno de la
piridina. De esto se concluye que se posee una estructura con dos ligantes bbimpy
equivalentes coordinados de manera tridentada, este tipo de coordinacion se
habia observado en cadmio(I'® y en manganeso(l)*? los cuales presentan una

geometria octaédrica mer.

RMN del compuesto Co-2
La estructura de ligante 2pb asi como su numeracion se presentan en la

figura 5.6. Esta estructura posee un sistema ABCD correspondiente a la piridina,
asi como el sistema AA'BB’ caracteristico al grupo bencimidazélico. ’

Figura 5.6, Estructura y numeracién del 2pb.
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En el espectro del ligante se muestran siete senales, la primera de ellas
corresponde al protdn acido del grupo bencimidazolico en 13.14 ppm. La
asignacion de las sefiales se realizo utilizando los espectros de RMN
" bidimensional, COSY y HETCOR. Se observan las cuatro senales multiples
esperadas para el sistema de la piridina, un doble que corresponde a 12 Hen 871
ppm acoplado a un triple correspondiente a 13-H en 7.5 ppm, este dltimo se
acopla a otra senal triple correspondiente a 14-H en 7.98 ppm, finalmente se
observa un doble en 8.34 ppm asignado é 15-H acoplado con la sefial en 7.98
ppm. El sistema del grupo bencimidazolico produce sefiales multiples traslapadas
las cuales se asignaron por medio de RMN bidimensional. Las sefales dobles en
7.70 y 7.56 ppm, se asignan a 4-H y 7-H respectivamente, mientras que las
senales triples acopladas se observan en 7.18 y 7.24 ppm y se tratan de los
protones 5-H y 6-H respectivamente. |

En el espectro de RMN '*C se observan las doce sefiales esperadas para
cada atomo de carbono, las cuales se asignaron al igual que en RMN 'H por
medio de RMN bidimensional. Los desplazamientos se muestran en la tabla 5.3

Tabla 5.3. RMN '°C desplazamientos & (ppm)
c2 |[c4 |c5 |c6 |c7 |c8
2pb ! 150.7 | 1193 [121.8 | 123.1 112.1 134.9

C-9 C-10 |C12 |C-13 C-14 | C-15
2pb | 1439 (1485 | 1493 (1247 | 1375 (1214

En el espectro de RMN de 'H del compuesto Co-2 (figura 5.7), se observan
un gran numero de sefiales mdltiples lo que indica la presencia de varios
compuestos. El analisis elemental indica que posiblemente se tratan de isdmeros
geomeétricos, los cuales no fue posible separar por medio de técnicas
cromatograficas. Es de mencionarse que se observan dos sefales, probablemente
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~asignadas a los protones bencimidazéﬁcos 4-i—§ y 5-H, desplazadas a frecuencias
menores en 5.13 y 5.04 ppm, esto debe ser causado por la. proximidad de estos
protones a la densidad electronica del anillo aromatico del ligante vecino. Se
observan adicionalmente varias . sefales multiples asignables a protones
bencimidazodlicos en la regién comprendida entre 6.90 y 7.40 ppm. Adicionalmente
las sefales debidas al grupo piridina se agrupan en sefales multiples en el
intervalo de 7.40 a 9.00 ppm (Figura 5.7).

I JL_L JI
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Figura 5.7. Espectro de RMN "H para el compuesto Co-2 en DMSO-ds a 300
MHz.

En el espectro RMN °C se observa un espectro mas complicado que el
esperado ya que se observan grupos de sefales para cada atomo de carbono lo
que puede indicar al igual que el espectro de RMN 'H, que se tiene una mezcla de
isémeros.

La separacién de esta mezcla resulta muy difici debido a su baja
solubilidad y similitud en propiedades fisicas y quimicas.

Para la estructura del compuesto Co-2 existen tres isémeros geomeétricos
posibles (figura 5.8). Los espectros de resonancia de 'H y °C de Co-2 muestran
un mayor numero de sefales que las esperadas para uno de los isémeros

i
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geometricos posibles de Co-2. Los isémeros Co-2(l) y Co-2(l1) poseen un eje de
simetria Cz, por lo que se esperan 8 sefiales en el espectro de resonancia 'H, en
el caso del isémero Co-2(lll) se esperan 16 sefales. Los isémeros Co-2(l) y Co-
2(Il) presentan la posibilidad de que al coordinarse la molécula el protén 4-H se
vea protegido ‘por la densidad electrénica del anillo bencimidazdlico del ligante
vecino. Por [o que una posible explicacidon es que se tenga la mezcla de al menos
dos de los isébmeros anteriores y posiblemente se trata de la mezcla de los tres
isémeros. Hasta el momento no se tienen muchos informes de que el nitrato se
coordine de manera bidentada, pero recientemente se informé de un compuesto
utilizando el ligante tris(bencimidazolilmetil)amina y el ion metalico Cd?* en el cual
el nitrato se coordina de forma bidentada.

Co-2(lIy )
Figura 5.8 Isémeros geométricos de Co-2.
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RMN de los compuestos Co-3, Co-4 v Co-5

La asignacién de los espectros de 'H y 'C del 2gb la llevaron a cabo
anteriormente Andrade-Lépez et a/® La estructura y numeracion del ligante 2gb
se presentan en la figura 5.9.

4
9 N3 H '
5 ]%
6 >2 13 __H
8 TN 1 NG
7 I—ll H
12\
H

Figura 5.9. Estructura y numeracion del 2gb.

En el espectro de RMN 'H del 2gb se observan dos sefales multiples
correspondientes-al sistema AA'BB’ del grupo bencimidazdlico no resuelto, es
decir se comporfa como un sistema A;B; (tabla 5.4). Se observan dos sefales
adicionales al sistema bencimidazélico, la primera una sefal muitiple en 6.9 ppm
correspondiente a los protones del grupo guanidino (10-H, 12-H y 13-H); la
segunda en 11.05 ppm que corresponde al protdn acido del grupo imidazol. En el
espectro de '*C del 2gb se observan cinco sefiales algunas de estas sefiales son
muy pequefas, ya que la molécula se encuentra en varios equilibrios
conformacionales y tautoméricos.’’” 'Las senales observadas se encuentran
asignadas en la tabla 5.5.

Los compuestos Co-3 a Co-5 contienen 3 moléculas de 2gb coordinadas al
cobalto(lll}, las moléculas de 2gb seran denominadas come A, By C. Al comparar
los espectros de resonancia del 2gb libre con los de los compuestos de
coordinacion de Co(lll), es decir, los compuestos Co-3, Co-4 y Co-5, se observa
que las sefiales correspondientes al compuesto se encuentran desplazadas con

respecto al ligante libre. La asignacién de ias sefiales se llevo a cabo utilizando los
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experimentos de resonancia magnética nuclear bidimensional; 'H-COSY (figura
5.10) y 'H-"*C-HETCOR (figura 5.11). El espectro de RMN 'H muestra que las
sefales de 4-H y 5-H, para la molécula de ligante A, se desplazan a frecuencias
menores debido a la proximidad de estos protones a la densidad electrénica del
anillo bencimidazdlico del ligante vecino.® Adicionalmente se observa en el
espectro que el sistema AA'BB’ se resuelve debido a la coordinacion (tabla 5.4).
Las sefiales de los protones acidos del grupo imidazol no se observan. Por Ultimo
las sefiales de N-H de los grupos guanidino se encuentran en 5.36, 5.26 y 4.84

ppm.

; N
8.8 -N]\z H
[ L Fo 1a
5 ~#g-N  11—N
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6.43

Figura 5.10 Espectro RMN bidimensional COSY de Co-3, DMSO-ds 400 MHz.
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Tabla 5.4: RMN 'H desplaiamientos 0 (ppm) de Co-3, Co-4 y Co-5 en DMSO-de.*
4-HB | 5-HB | 6-HB | 7-HB
Compuesto | 4-HA | 5-HA | 6-HA | 7-HA | y 4- y5- | y6- | y

HC HC HC | 7-HC

2gb 720 1692 (692 | 720

718 | 698 | 7.08
Co-3 560 | 660 | 701 | 7.34 | (m) (m) (m) | 7.38
(d) (t) (m) (m) | 702 | 686 | 7.06 | (m)
‘ m | ) | (m
7.07 | 6.68 | 7.01
Co-4 952 [ 623 | 666 | 7.11 | (m) (m) (m) | 7.14
(d) A1) (m) (m) {691 | 652 (678 | (m)
(m | ) [ (m)
7.04 [ 6.75 | 6.95
Co-5 556 | 6.28 | 670 | 710 | (m) (m) (m) | 7.15
(d) (t) (m) | (m) | 7.00 [ 6.56 | 6,92 | (m)
(m | () | (m)
* Las iniciales A, By C se refieren a cada uno de los tres ligantes 2gb coordinados
al Co(llh).

Los espectros de RMN de '°C de estos compuestos de coordinacién
muestran 24 seriales, agrupadas en 8 grupos diferentes (tabla 5.5). Para cada
atomo de carbono de la molécula de 2gb existen tres sefales en el espectro, lo
que concuerda con tres ligantes no equivalentes coordin'ados al Co(lll). Del
espectro de '°C es evidenciable el sitio de coordinacién del ligante ya que las
sefiales asignadas al C-11 y al C-9, que corresponden a los atomos de carbono
directamente enlazados a los 4tomos de nitrégeno coordinantes, se desplazan de
manera importante; a frecuencia menor para C-11 y a mayor para C-9 (A8 = -10.32
y A% = 3.76 ppm respectivamente). El espectro bidimensional 'H-'*C-HETCOR
muestra las sefales esperadas para el complejo trisquelato asimétrico. Se

asignaron las sefiales de la molécula de ligante A, que se desplazan a frecuencias
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menores, utilizando el 'H-COSY y el 'H-'*C-HETCOR: C-4 en 112,63, C-5 en
120.99, C-6 en 121.34y C-7 en 111.54 ppm.

Tabla 5.5: RMN "°C desplazamientos & (ppm) de Co-3 en DMSO-ds.

Compuesto C-2 C+4 C-5 C-6 C-7 C-8 C-9 C-11
2gb 158.90 | 111.69 | 119.36 | 119.36 | 11169 | 135.70 | 135.70 | 158.73
] 167.67 | 115.12 121.07 | 121.74 | 112,12 [ 134.15| 139.46 | 148,99
Co-3 156.76 | 114.51 120.99 | 121.37 | 111.94 | 134.22 | 139.13 | 148.41
15561 | 112,63 12091 | 121.34 [ 111.54 | 134.30 | 138.43 | 148.41

Las sefales de las moléculas B.y C se asignaron con los espectros
bidimensionales, sin embargo no es posible definir a cual de las moléculas

pertenecen (tabla.5.5),

Es importante mencionar que el espectro de RMN '3C del compuesto Co-4
muestra las sefiales adicionales debidas al anién CCIsCOO’, el carbono alifatico

trihalogenado muestra un grupo de sefiales en 186.70, 185.39 y 184.3 ppm,

mientras que el carbono carbonilco presenta un grupo de sefales en 203.27, 7

202.81 y 202.48 ppm.

De los resultados obtenidos se concluye que efectivamente, como se
observa en las formulas propuestas en la tabla 5.1, todos los compuestos de 2gb,
es decir los compuestos Co-3, Co-4 y Co-5 poseen la misma esfera de
coordinacion de 3 ligantes 2gb coordinados de forma bidentada.
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Fiigura 5.11 Espectro RMN bidimensional HETCOR 'H, °C de Co-3, DMSO d,
400 MHz

Para compuestos octaédricos del tipo [Co(2gb)s]**, existen dos isdmeros
geometricos posibles, el isémero meridional (mer) y el facial (fac). El isbmero mer
presenta una simetria Cy, mientras que el isomero {ac presenta un eje de rotacion
Cs. A partir de los resultados de resonancia, el catién [Co(2gb)s]** posee tres
ligantes no equivalentes, se concluye por tanto que la estructura de los

compuestos corresponde al isdmero mer.

RMN del compuesto Co-6

Se realizaron experimentos de RMN 'H y °C para ayudar en la elucidacién
de la estructura del compuesto Co-8. Los espectros indican que se trata de un

compuesto paramagneético, por lo que en solucién se tiene un compuesto de
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cobalto(ll) y sus espectros de RMN no fueron de utilidad para la elucidacion

estructural.

RMN del compuesto Co-7

El compuesto Co-7 fue sintetizado y caracterizado previamente por
McFayden, se llevd a cabo la caracterizacion del compuesto por medio de RMN
'H, para corroborar que el cation [Co(2amb)s]** aislado se trata Unicamente del
isémero fac como lo informa McFayden.® Los espectros de RMN se obtuvieron en
D20 y DMSO-de. La estructura y numeracién del 2amb se presentan en la figura
512,

cyc”
%\ NH,

Figura 5.12 Estructura y numeracién del 2amb.

Para el sistema AA’BB’ de los protones aromaticos en el clorhidrato del 2-
(aminometil)bencimidazol se observan solamente dos sefales multiples, mientras
que en Co-7 se resuelve el sistema AA'BB’ (figura 5.13 y tabla 5.6). La asignacion
de las sefales se hizo en base en la multiplicidad. En el espectro de RMN 'H, las
sefiales para Ha'y Hb'se desplazan a campo alto con respecto al ligante libre ya -
que estos protones quedan dentro de la corriente electrénica del bencimidazol
vecino y por lo tanto quedan protegidos. Este efecto ya se habia observado en los
‘compuestos con 2gb. Los protones del metileno en el 2amb son equivalentes,
dando una sefial sencilla en 4.63 ppm. En este compuesto los protones se vuelven
diasterotépicos y porrlo tanto rio equivalentes, resultando en dos sefiales dobles
acopladas en 4.36 y 4.04 ppm.
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Figura 5.13 Espectro de RMN 'H de Co-7 en DMSO-ds, 300 MHz.

Tabla 5.6. RMN 'H, desplazamientos & {ppm) compuesto Co-7.

Compuesto N-H Ha Ha’ Hb Hb’ He Hc’
ligante 9.19 7.8 7.8 7.5 7.5 | 463 | 463
Co-7. - 7.64 5.16 7.256 | 677 | 4.36 | 4.04

De los resultados anteriores se concluye que el compuesto sintetizado es
[Co(2amb)s]Cls. Se trata del isémero con simetria C3 donde los tres ligantes son
equivalentes, el isomero fac del cation [Co(2amb);)>*.
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5 2 1.3 Cristalografia de los compuestos Co-3y Co-6.

Se obtuvieron monocristales de Co-3 que y Co-6 por evaporacion lenta de
metanol a 4 °C. Se midieron los datos de difraccién por medio de procedimientos
estandares a 173 K para Co-3 y a 298 K para Co-6. Los datos cristalograficos

para ambos compuestos se presentan en el Anexo |.

El monocristal obtenido de Co-3 no corresponde a la formula minima
planteada por analisis elemental sino que se trata de [Co(2gb)3]CI{NO3)2-H20,

donde se observa una relacion de aniones diferentes.

Co-3 es el primer compuesto de cobalto(lll) y-2gb como ligante
caracterizado por medio de difraccion de rayos-X. La unidad asimétrica del
cqmpuesto Co-3 contiene un catidn, dos nitratos, un cloruro desordenado sobre
dos posiciones y una molécula de agua de cristalizacion. El cation esta formado
por un ion Co(lli) con tres ligantes 2gb coordinados a través de 3 nitrégenos
imidazélicos y 3 nitrogenos del grupo guanidino. Las longitudes y angulos de
enlace mas importantes se presentan en la tabla 5.7.

La geometria alrededor del metal central es un octaedro ligeramente
deformado, con angulos frans en el intervalo de 174.54(11)° a 177.48(9)° y
angulos cis en el intervalo de 86.69(10)° a 95.03(10)°. Las distancias Co-N se
encuentran en el intervalo informado para Co(lll) aproximadamente 1.93 A En el
grupo guanidino las distancias C-N del carbono unido a los tres nitrégenos indican
que la doble ligadura del grupo imino se encuentra localizada entre el carbono y el
nitrégeno coordinado, es decir entre C-11-N-12, C-31-N32 y C-51-N55 para cada
uno de los ligantes. Por lo tanto se trata de un enlace n y el carbono se considera
con una hibridacion sp®. Esto lleva consigo una ruptura de la aromaticidad que
existe en la molécula de 2gb libre, 1o que se refleja en la pérdida de la planaridad
de la molécula entre el grupo bencimidazol y el guanidino al estar coordinado el
2gb de manera bidentada. El angulo diedral entre los planos formados por el
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bencimidazol y el guanidino para los tres ligantes esta en el intervalo de 20.8° a

36°.

Tabla 5.7: Longitudes (A) y angulos (°) de enlace seleccionados para Co-3

1.925(2)

CoT-N32 1.914(3) Col-NZ3
CoT-N52 1.928(3) ColN12 1.929(3)
Col-N43 193302) Col-N3 1948(2)

N1-C2 1344(3) N1-C8 1387(4)
N21-C22 1363(3) N21-C28 1375(9)
N41-C42 1.353(3) N41-C48 1.384(4)

N32-Co1-N23 87.88(10) N32-Co1-N52 177.48(0)

N23-Co1-N52 33.97(10) N32-Col-N12 90.38(10)

N23-Col-N12 90.71(9) N52-Col-N13 87 88(10)

N32-Co1-N43 95.03(10) N23-Co1-N43 90.21(9)

N52-Co1-N43 86.69(10) N12-Col-N43 174.84011)

N32.CoT-N3 89.43(10) N23-Col-N3 176.64(10)
N52-Coi-N3 88.67(10) N12-Co1-N3 8731(9)
N43-Col-N3 92.01(9)

De la estructura resuelta por medio de la técnica de difraccién de rayos-X

de monocristal se observa que efectivamente alrededor del atomo central, en este

caso Co(lll), se encuentran coordinadas 3 moléculas del ligante 2gb de manera

bidentada, la estructura corresponde al isdmero mer estando de acuerdo con o

observado en solucion en los experimentos de RMN (figura 5.14).
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Figura 5.14. Diagrama de ORTEP para Co-3.

En el caso de |a estructura resuelta para Co-6 se observa que se trata de
un compuesto pentacoordinado, donde el ntb se comporta de manera tradicional;
es decir tetraéoordinado, por medio de los tres nitrégenos bencimidazodlicos y el
cuarto nitrogeno coordinado se trata del nitrégeno central. La quinta posicidn se
encuentra ocupada por un cloruro. La unidad asimétrica muestra dos moléculas
quimicamente idénticas pero cristalograficamente independientes. Cada cation
[Co(ntb)CI}** cristaliza con un cloruro y un nitrato como aniones. La estructura
cristalina posee adicionalmente moléculas de disolvente no coordinadas.” La
geometria del cobalto es de bipiramide trigonal, las posiciones apicales las ocupan
el cloruro y la amina terciaria del ntb (Figura 5.15). El &tomo de Co queda fuera del
plano formado por los tres nitrégenos imidazdlicos coordinados. Las distancias Co-
Ny Co-Cl se encuentran en el intervalo de 2.035 a 2.390 A lo que es indicativo de
un compuesto de Co(ll) mas que de Co(lll) (Tabla 5.8). Es dificil determinar el
estado de oxidacion basandose en este estudio de rayos-X ya que se observa un
gran desorden para los c_:lorUros y moléculas de agua no coordinadas.
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Tabla 5.8: Longitudes (A) y angulos (°) de enlace seleccionados para Co-6

Col-N2 3035(7) " Col-N3 2.036(6)
CoTNa 2057(6) Col-CIT 531303)
Col-N1 5390(7) '
Co2-N32 2.034(7) CoaN34 2.056(7)
Co2.N33 3.059(7) Co2Ci2 2.315(3)
Co2-N31 2.370(7)
NZ-Co1-N3 T1.9@) N2-Coi-N4 113.8(3)
N3-Col-N4 7A6) N2-Col-Cl1 102.4(2)
N3.Col-CH 10462 N4-Co1-Cl1 105.2(2)
“N2-Col-N 76.303) N3-Co1-N1 75.8(2)
N4-Co1-N1 75.6(2) “CIi-Col-N1 178.68(18)

En conclusion, con base en los resuitados de RMN vy la difraccién de rayos-
X el compuesto aislado de la reaccion del ntb con cobalto produce un compuesto
de Co(ll). El compuesto de cobalto(lll) es inestable ya que el ntb es un ligante que
obliga al metal central a adoptar estructuras pentacoordinadas, las que para Co(lll)
son inestables; unicamente se encuentran informadas para compuestos con

fosfinas que son inestables al aire y humedad.>® >°

Figura 5.15. Diagrama de ORTEP para Co-6.

67



5. Analisis de Resultados

5.2.1.4 Estructuras de los compuestos de cobalto(lll).

Lo anteriormente expuesto para los compuestos de cobalto(lll) se puede

resumir en que las estructuras para cada compuesto son:

[Co(bbimpy-H);]JOH (Co-1) lo que.se concluye a partir de espectroscopia

electronica ya que corresponde a un compuesto octaédrico de bajo espin lo que
se confirma al ser un compuesto diamagnético. De los resultados de
espectroscopia IR y RMN se concluye que el ligante se coordina al metal por
medio de los n:trogenos imidazdlicos y el nitrégeno p|r|d|n|co De los espectros de
RMN de 'H y '*C se concluye que ef ligante se encuentra en forma monoaniénica
y que ambos ligantes son equsvalentes magneticamente entre si, de la misma
manera se observa la sefial del anion hudromdo

[Co(2pb)2(NO3)](NO3)eCoHsOH  (Co-2) se trata de un compuesto

diamagnético que presenta geometria octaédrica. Los sitios de coordinacién del

figante son el nitrégeno imidazdlico y el piridinico confirmando por espectroscopia
IR. Del espectro de RMN 'H se observa que se trata de una mezcla de
compuestos que por el resultado de andlisis elemental se puede concluir que se
trata de una mezcla de isdbmeros geométricos.

[Co(2gb)s]*, (Co-3, Co-4 y Co-5) a partir de los analisis elementales, la
espectroscopia electronica y la medicién de susceptibilidad magnética se sabe
que en todos los casos se trata de compuestos trisquelato octaédricos de
cobalto(lll), de bajo espin. Los dos sitios de coordinacion del ligante son el
nitrégeno imidazodlico y €' guanidinico lo que se confirma por espectroscopia [R.
De los experimentos de RMN se concluye que en disolucién se trata Uni_camente
del isdmero mer del catidn [Co(2gb)s]**, lo cual se confirma en estado sélido al
resolver la estructura cristalina por difraccion de rayos-X de Co-3.
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[Co(ntb)CI1** (Co-6) los resultados de andlisis elemental, espectroscopia

electronica, IR y de susceptibilidad magnética indican que se podria tratar de un
compuesto pentacoordinado de cobalto(lll) o de cobalto(li). Al resolverse la
estructura cristalina se observa que la distancia de enlace Co-N no corresponde a
la esperada para un compuesto de cobalto(lll) por lo que se concluye que el ntb
estabilizd un compuesto de cobalto(l).

[Co(2amb);]CizeH,0 (Co-7) los resultados de andlisis elemental,
espectroscopia electrénica, IR y de RMN indican que se trata del isdmero fac del

compuesto octaédrico de bajo espin previamente sintetizado y caracterizado.™

5.2.2 Compuestos de coordinacion de cromo (lll)

Se encuentran informados un numero pequefio de compuestos de
coordinacién de cromo(lll) utiizando al imidazol o a sus derivados como ligantes, >
por lo que el desarrollo de investigaciones en esa drea es importante.

Se plantearon dos rutas de sintesis diferentes: en la primera se parte de
cloruro de cromo(lll) anhidro y la reaccidn de sustitucion se realiza en condiciones
anhidras (etanol o metanol anhidro); mientras que, en la segunda ruta se parte de
cromo(il) en solucién acuosa &cida, en primer lugar se realiza la reaccion de
sustitucién en condiciones anaercbias y posteriormente se lleva a cabo la

oxidacion inmediata con O,.

Ambas rutas de sintesis dieron lugar al mismo compuesto -aislado en el
caso de los ligantes bbimpy, ntb, 4tb y 2pb. La reaccién donde la pureza y el
rendimiento fueron mejores es cuando se parte de cloruro de cromo(lil) anhidro y
la reaccion ocurre en condiciones anhidras para evitar las reacciones de hidrélisis

"en el cromo(lll). En el desarrollo de esta reaccién el polimero de CrCls anhidro se
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convierte en estructuras monoméricas de CrCls por medio de un extractor Soxhlet
utiizando como disolvente etanol o metanol anhidro y como catalizador una
amalgama de Zn-Hg, la cual cataliza la reaccién de reduccién del Cr(lll) en el
polimero. El CrCl; extraido, como una solucidon verde oscura, reacciona con el
ligante que se encuentra en el matraz del extractor.

En la ruta en la que se utilizan condiciones anaerobias, el cromo(ll) se
encuentra en solucidn acuosa &cida. La reaccién ocurre por medio de una
sustitucion de ligantes en el Cr(ll) y la posterior oxidacién del compuesto sustituido
con Oz En el caso exclusivo del ligante 2gb se obtuvo un compuesto dinuclear
con puentes hidroxo. La sintesis y la 'caracterizaci()n estructural, magnética y
espectroscopica de los compuestos dinucleares de cromo(lll) con puentes hidroxo
y oxo ha sido ampliamente estudiada desde los afios 80.% % La formacién de los
puentes hidroxo puede deberse a la gran basicidad del 2gb libre ya que el NH, del
grupo guanidino en el ligante 2gb es una base fuerte con un pK, calculado por
medio del programa ACD labs de 16.97. Comparado con los del resto de los
ligantes utilizados que se encuentra el mas basico para el ntb pK, = 14.5 y para el
resto pKs menores o igual a 13.5. Estos calculos se ‘realizaron utilizando el
paquete ACD/pK, DB Version 3.0 para Microsoft Windows. La gran basicidad del
2gb resulta en la desprotonacion de las moléculas de H,Q coordinadas al
cromo(ll} y permite la formgcién de los puentes hidroxo, dando como resultado el
compuesto dinuclear [Cra(2gb)«(u-OH)2J(C104)4e5H20.

Los compuestos de coordinacion de Cr(lll) se caracterizaron utilizando IR,
susceptibilidad magneética, espectroscopia electronica, analisis elemental vy
difraccion de rayos-X. Los andlisis elementales, las férmulas propuestas para cada
compuesto a partir del andlisis y los momentos magnéticos efectivos se presentan
en la tabla 5.9.
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Tabla 5.9. Férmulas, analisis elementales y momentos magneticos

efectivos de los compuestos de cromo(lll).

Compuesto Analisis Elemental Lleff
Enc.(Calc.}% (M.B.)
cC  H N

Cr-1 [Cr(2gb)s]CIZnCla)sCH30H 3520(35.23) 4.47(3.68) 25.38(2465)| 3.0
Cr-2 [Cr(2gD)s]ClasdHz0 38.13(38.13) 4.15(4.67) 27.16(27.79) | 3.9
Cr-3 [Cra(2gb)a(n-OH)2](CIO8)a5H20 | 28.74(28.97) 3.41(3.65) 20.85(21.12) | 4.9+
Cr-4 [Cr(ntb)Clz]Cl+3H20 44.65(44.56) 4.20(4.67) 1490(15.16) | 3.9
Cr-5 [Cr(bbimpy)Cls]s1/2H20 48.77(a8.51) 2.95(2.80) 14.82(1490)| 3.8
Cr-6 [Cr{41b),C1,]Cl+1.5C,HsOH" | 41.99(41.63) 3.14(3.83) 13.81(13.87) | 3.9
Cr-7 [Cr{2pb).CI]CleC2Hs0H 12H;0 | 51.65(51.71) 4.02(4.17) 13.99(13.92)| 3.8

*Analisis elemental de azufre: Enc. (Calc)%: 9.87(10.50). ¢« Momento magnético
para el compuesto dinuclear.

Para los compuestos de Cr(lll) el u.;glf concuerda con el esperado para un
compuesto octaédrico con 3 electrones desapareados. El compuesto .Cr-3
presenta un momento de 4.96 M.B. el cual no corresponde al valor esperado (pey =
5.4 M.B.} para un compuesto dinuciear de Cr(lll) por lo que se concluye que en la
molécula dinuclear existe un acoplamiento magnético. Lo anterior se encuentra en
concordancia con lo informado hasta el momento en la literatura donde se indica
- que los compuestos dinucleares de cromo(lil) con puentes hidroxo y con ligantes
tipo amina presentan .un cbmportamiento magnético interesante ampliamente
estudiado.®® En estos compuestos se presenta un acoplamiento magnético a
través de los puentes hidroxo, en su mayoria se trata de un ligero acoplamiento
antiferromagnético informando por ejemplo para el caso del compuesto [Cro(p-
OH)z(tmpa)2]**,® donde tmpa = tris(2-piridilmetil)amina, el momento magnético
efectivo es de 3.57 por étorﬁo de cromo que es comparable con el del compuesto
Cr-3 perr =3.6 por atomo de cromo(lll) . De mediciones de susceptibilidad

magnética en funcién de temperatura se obtiene que para [Crz{p-OH)o(tmpa)s]** e
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valor de la constante J = —15.3 cm™ es caracteristico de un ligero acoplamiento

antiferromagnético ®°

5.2.2.1 Caracterizacion espectroscopica UV-Visible ¢ IR de los compuestos de

cromo(lil).

Para el ion Cr{lil) (d*), en una geometria hexacoordinada se esperan tres
transiciones  permitidas  por espin vii “Tay « ‘Azg vz Tig(F) «‘Azg y
V3! 4T19(P) +—4Azg,57 en todos los compuestos se observan las tres transiciones
~ permitidas, por lo tanto se trata de compuestos de cromo(lll) octaédricos (Tabla
5.10). Es importante mencionar que las bandas en todos los casos son anchas y
no simétricas lo que habla de que se trata de estructuras octaédricas

distorsionadas.

Tabla 5.10. Datos espectroscopicos de UV—\/is e |l. R. de los compuestos de

cromo(lll).
UV-Vis. . I.R.
Compuesto Vi - Vo v v(N-H) v(C=C)+ v(C=N) S8(N-H) &(C-H)
cm’ ‘ cm’? :

2gb 3140 1648, 1598, 1540 1450 740
Cr-1 20 050, 25 050, 28 650 3190 1666, 1634, 1556 1486 744

Cr-2 19723, 25 320, 28 010 3180 1668, 1634, 1556 1486 744
Cr-3 17 360, 24 570, 36 100 3194 1667, 1560 1466 749
ntb 3384 1622, 1536 1438 742
Cr4 16 650, 23 050, 28 580 3384 1622, 1594 1450 744
bbimpy 3055 1599, 1588, 1571 1459 741
_Cr-5 16 660, 20 000, 25 000 3068 1607, 1590, 1575 1467 753
4tb 3044 1621, 1577 ' 1453 739
Cr-6 17 860, 23 500, 27 250 3071 1623, 1592 1482 748
2pb ' 3056 1593, 1567, 1442, 1400 743
Cr-7 17 240, 20 490, 25 970 3072 1608, 1593 1457, 1445 752
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Las principales vibraciones observadas para los ligantes bencimidazdlicos
son las que corresponden a las vibraciones v{N-H), v(C=C) + v(C=N); §(N-H) y
5(C-H) del anillo bencimidazélico fuera del plano como se menciond anteriormehte
para los compuestos de cobalto(lll). En todos los espectros de IR de los
6ompueslos de coordinacion de cromo(lll) se observan estas vibraciones
desplazadas a mayor energia con respecto a la posicion de la vibracion en el
espectro del ligante libre tabla 5.10). Las vibraciones observadas en los espectros
de IR de los compuestos de coordinacion (tabla 5.10), indican que todos los
ligantes, bbimpy, 2pb, 2gb, ntb y 4tb se coordinan por medio del nitrégeno
imidazélico. En los compuestos de 2gb el ligante se coordina de manera bidentada
a través del nitrdgeno imidazdlico y del grupo guanidino, ya que la banda de
vibracion v(NH--N) del grupo guanidino se desplaza de 3444 cm™ en el ligante libre
a 3300 cm™ para Cr-1 y Cr-2 y a 3341 cm™ en el espectro del compuesto Cr-3.
Las vibraciones observadas en el espectro de IR indican que el ntb en el
compuesto Cr-4 se encuentra presente en el compuesto coordindndose de
manera tetradentada en forma semejante a como ocurre en el caso de cobalto(l).
En el caso de los compuestos con los ligantes bbimpy y 2pb, el ligante se coordina
ademas a través del nitrégeno piridinicb. La banda de vibracién asociada al anillo
de la piridina en 1314 cm™ para 2pb se desplaza a mayor energia.®® En el
espectro del compuesto Cr-7 la banda de vibracién se observa dobleteada en
1323 y 1302 cm™. En el espectro del bbimpy libre se observa una banda intensa
en 1317 cm™ asociada al anillo piridinico, la cual se desplaza a mayor energia y
dobletea con la quelatacion.’ En el espectro de IR del compuesto Cr-5 se observa
la banda dobleteada en 1321 y 1310 cm™. En el espectro del 4tb libre se observa
una banda intensa en 1405 cm™ asociada al anillo tiazolil gque al coordinarse se
desplaza a mayor energia y se dobletea con la quelatacion de la misma manera
gue en el caso dei bbimpy y el 2pb. En el espectro del Cr-6 la banda se observa
en 1429 y 1414 cm™ indicativo de coordinacion a través del nltrogeno del tiazolil,

como se ha informado para diversos metales.”'
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5.2.2.2 Cristalografia del compuesto Cr-3.

Se obtuvieron monacristales de Cr-3 por evaporacion lenta de metanol/H0O
a temperatura ambiente. Se midieron los datos de difraccion de rayos X por medio
de procedimientos estandares a 298 K. Los datos los cristaiograficos se presentan

en el Anexo |.

Tabla 5.11: Longitudes (A} y éngulos (°) de enlace seleccionados para Cr-3

Cr1-02 1.960(3) Cr1-01 1.961(3)
Cri-N12 2.021(3) Cr1-N32 2.023(4)
Cri-N3 2.045(3) Cri-N23 2.052(3)
Cr2-01 1.953(3) Cr2-02 1.955(3)
Cr2-N72 2.019(3) Cr2-N52 2.020(4)
Cr2-N63 2.056(3) Cr2-N43 2.060(3)
02-Cr1-O1 75.83(11) 02-Cr1-N12 92.50(14)
O1-Cri-N12 168.30(14) 02-Cr1-N32 168.65(13)
O1-Cr1-N32 92.86(13) N12-Cr1-N32 98.82(15)
02-Cr1-N3 93.25(13) 01-Cr1-N3 95.54(13)
N12-Cr1-N3 84.10(14) N32-Cr1-N3 88.72(14)
02-Cr1-N23 95.31(13) 01-Cr1-N23 92.78(13)
N12-Cr1-N23 89.10(14) N32-Cri1-N23 84.14(14)
N3-Cr1-N23 169.29(14)
Cr2-01-Cr1 104.03(129 Cr2-02-Cr1 104.01(12)
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La estructura resuelta para Cf—i sé presenta en la figura 5.18. La carga del
cation dinuclear [Cr(ZQb);(p-OH);;]4+ esta ‘de acuerdo coh los 4 percloratos
presentes en la unidad asimétrica y con el hecho de que los protones de los
grupos OH puente se encontraron en mapas de Fourier. Los puentes (u-OH), son
simetricos y con longitudes de enlace Cr-O en el intervalo de 1.953° a 1.961 A Se
tiene una diétancia Cr-Cr de 3.085 A formando un angulo Cr-O-Cr de 104° similar
a lo informado para compuestos con el fragmento Cry(u-OH),.% En compuestos
con estas caracteristicas estructurales se presenta un ligero acoplamiento
antiferromagnético entre los centros metalicos de cromo(lll) con valores de -J en ¢l
intervalo de 0.3 a 22 em™. En Cr-3 cada Cr(lll) se coordina con dos ligantes 2gb,
con distancias de enlace en el intervalo de 2.019 a 2.060 A. El modo de
coordinacion del 2gb es el mismo que se presenta en el compuesto Co-3.
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A pesar del arreglo paraleio de los .anillos bencimidazélicos en el
compuesto, no existen interacciones intermoleculares 6 intramoleculares. Un gran
numero de enlaces de hidrogeno entre las moléculas de H>O de cristalizacién, los

grupos p-OH, NH de los imidazoles y NH y NH; del 2gb estabilizan el cristal.

Ma. Elba Quiroz Castro durante el desarrollo del trabajo de tesis de
maestria obtuvo la estructura cristalina del compuesto Cr-4, cuya férmula

corresponde a: [Cr(ntb)CIJCI-CoHsOH 2H20.72 El ntb se comporta como ligante

tetradentado de manera usual.®® Dos cloruros completan la esfera de coordinacion
dando una geometria octaédrica distorsionada alrededor del Cr(li}). Figura 5.17.

Figura 5.17. Diagrama de ORTEP de [Cr(ntb)ClyJ**.

. Los datos de IR, analisis elemental y susceptibilidad magnética de Cr-4

apoyan esta estructura propuesta.
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5.2.1.3 Estructuras de los compuestos de cromo(lil).

Lo anteriormente expuesto para los compuestos de cromo(lll} se puede
resumir en que las estructuras para cada compuesto son:

[Cr(2gb)s]** (Cr-1 y Cr-2) de los resultados de andlisis elementales,
espectroscopia electronica y susceptibilidad magnética se sabe que en ambos
casos se trata de compuestos trisquelato octaédricos de Cr(Ill). Los sitios de
coordinacion confirmados por espectroscopia IR son como se observo para

cobatlto(lll) el nitrogeno imidazolico y el guanidinico.

[Cra(2gb)a(u-OH)2J(Cl04)4e5H,0  (Cr-3) . a partir de espectroscopia
electronica se observa que se trata de un compuesto octaédrico. Ei sitio de
coordinacion del 2gb es el mismo que en el caso de Cr-1 y Cr-2. Del analisis
elemental se concluye que se trata de un compuesto dinuélear de Cr(ll) con dos
puentes hidréxido, lo cudl se confirma al resolverse la estructura cristalina por

medio de la técnica de difraccion de rayos-X.

[Cr(ntb)CI2]Cle3H,0 (Cr-4) el ligante ntb se coordina al Cr(Ill) por medio de
los tres nitrdgenos imidazélicos Ay ademas a través del nitrégeno central
comportandose como un ligante tetradentado lo que se observa por medio de su
espectro IR. Se trata de un compuesto octaédrico de Cr(ill) lo que se confirma por
espectroscopia electrdnica y su momento magnético efectivo por lo que la esfera
de coordinacion se completa con dos cloruros. La estructura cristalina fue resuelta
y se confirma la estructura propuesta.

[Cr(bbimpy)Cl3}0.5H,0 (Cr-5) el bbimpy se coordina por los nitrégenos
imidazdlicos y el ‘piridinico lo que se confirma por espectroscopia IR. Del espectro
electrdnico y ia medicién de susceptibilidad magnética se concluye que se trata de

un compuesto octaedrico de Cr(lll). Por lo que del analisis elemental se concluye
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que se tiene un ligante tridentado bbimpy vy la esfera de coordinacién se completa

con tres cloruros.

[Cr(4tb)2Cl2]Cle1.5C2HsOH (Cr-6) del espectro de IR se reconocen los sitios
de coordinacion del ligante como el nitrégeno imidazolico y el nitrdgeno del grupo
tiazolil. De los datos de espectroscopia electrénica y su comportamiento
magnético se trata nuevamente de un compuesto octaédrico de Cr(lll); por lo que
la esfera de coordinacién consta de 2 ligantes bidentados 4tb y dos cloruros.

[Cr(2pb)2Cl2]ClsC2HsOH 0.5H,0 (Cr-7) del espectro de IR se reconocen los
sitios de coordinacién del ligante como el nitrégeno imidazdlico y el nitrégeno
piridinico De los datos de espectroscopia ele(;trénica y su comportamiento
magneético se trata nuevamente de un compuesto octaédrico de Cr(lll); por lo que

la esfera de coordinacidn consta de 2 ligantes bidentados 2pb y dos cloruros.

5.2.3 Compuestos de coordinacion de hierro (lil)

Hasta el momento se encuentran informados en la literatura pocos ejemplos
de compuestos de coordinacién con el ion metélico hierro(lll) y ligantes derivados

del imidazol en todos los casos utilizando ligantes tridentados o de nimero de
28,37, 38

quelatacion mayor.

Las sintesis de los compuestos Fe-2 y Fe-3 se encuentran informadas
previamente.?® *° Los compuestos Fe-2 y Fe-3 sintetizados durante la realizacion

de este proyecto corresponden a los compuestos anteriormente informados.

En los compuestos Fe-1, Fe-2, Fe-4 y Fe-5 los espectros electrénicos
corresponden a los de compuestos de Fe(lll), es decir un ion d®. En el caso de
geometrias octaédricas de alto espin no se presentan transiciones d-d permitidas;
unicamente se observan bandas de transferencia de carga (Tabla 5.12).5 El
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compuesto Fe-3 parece ser un compuesto de Fe(lll) de bajo espin los cuales son
muy raros. Las bandas obtenidas en el espectro electrénico para iones d® de bajo
espin son bandas de transferencia de carga y algunas bandas muy débiles que
pueden asignarse a transiciones d-d. %" Los compuestos octaédricos de bajo espin
de Fe(lil}) son muy raros y sus transiciones son muy débiles. En la literatura se
informa de compuestos de Fe(ll) con este tipo de ligantes los cuales presentan
entrecruzamiento de espin; los compuestos de Fe(lll) sintetizados con ligantes
bencimidazodlicos pueden tratarse de compuestos de bajo espin.®

Tabla 5.12. Formulas, datos de espectroscopia electronica, andlisis elementales y
momentos magnéticos efectivos de los compuestos de hierro(ll1).

| UV-Vis Analisis Elemental LLetf
Compuesto Amax Enc.(Calc.}% M.B.

' cm™. C H N
Fe-1 [Fe(2gb)s}(NOs)s 24 814 37.59(37.56) 3.66(3.33) 5.89

31.94(32.85)
Fe-2{Fe(ntb)CI;]Cle3H,0 23640 46.24(46.22) 4.67(4.36) 5.92

15.35(15.72)

Fe-3[Fe(bbimpy)Cls3H,0 10 835, 43.92(43.25) 3.62(3.63) 2.65
21276 13.87(13.27)

Fe-4 [Fe(4tb)s]Cls 21645 44.43(44.61)  2.63(2.90) 4.04
15.84(17.27)

Fe-5 [Fe(2pb).Cl]JClsH.0 22 472 50.38(50.51) 3.11(3.53) 5.9
" 14.89(14.73)

Los compuestos Fe-1, Fe-2 y Fe-5 poseen un Ler para un compuesto
octaédrico de Fe(lll) de alto espin, con 5 electrones desapareados. Los
compuestos Fe-3 y Fe-4 présentan un e que nos habla de una mezcla de

compuestos de alto y bajo espin lo que se habia observado previamente en
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compuestos similares por medic de estudlos de resonancia paramagnética

electrénica. *°

Es necesario la realizacién de un estudio magnético formal de estos
compuestos ya que en el caso de los compuestos con estos ligantes y el ion
metalico hierro(ll) se presenta el fendmeno magnético de entrecruzamiento de
espin.

9.2.3.1 Caracterizacion espectroscopica . UV-Visible e IR de los compuestos de
hierro(lll).

| En los espectros de. IR las principales vibraciones observadas para los
ligantes bencimidazélicos son las Que corresponden a las vibraciones v(N-H),
v(C=C) + v(C=N); §(N-H) y §(C-H) del anillo bencimidazodlico fuera del plano como
se menciono anteriormente. En todos los espectros de IR de los compuestos de
coordinacion de hierro(lll) se observan estas vibraciones desplazadas a mayor
energia con respecto a la posicion de la vibracion en el espectro del ligante libre.
Las vibraciones observadas en los espectros de IR de los compuestos de
coordinacion indican que todos los ligantes: bbimpy, 2pb, 2gb, ntb y 4tb se
coordinan por medio del nitrégeno imidazolico. En el compuesto de 2gb el ligante
se coordina de manera bidentada a través del nitrégeno imidazolico y del grupo
guanidino, ya que la banda de vibracion v(NH--N) de! grupo guanidino se desplaza
de 3444 cmi' en el ligante libre a 3328 cm™ para Fe-1. Las vibraciones observadas
en el espectro de IR indican que el ntb en el compuesto Fe-2 se encuentra
presente en el compuesto coordinandose de manera tetradentada en forma
semejante a como ocurre en el caso de cobalto y cromo. En el caso de los
compuestos con los ligantes bbimpy y 2pb, el ligante se coordina ademas a través
del nttrogeno piridinico. La banda de vibracién asociada al anillo de la pmdlna en
1314 cm™ para 2pb se desplaza a mayor energia. En el compuesto Fe-5 la banda
de vibracién se observa dobleteada en 13216 y 1300 cm™. En el espectro del
bblmpy libre se observa una banda intensa en 1317 cm asociada al anillo
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piridinico. En el 'espectro de IR del compuesto Fe-3 se observa la banda
desplazada a mayor energia en 1319.5 ¢cm”. En el espectro del 4tb libre se
observa una banda intensa en 1405 cm™ asociada al anillo tiazolil que al
coordinarse se desplaza a mayor energia y se dobletea con la quelatacidén de la
misma manera que en el caso del bbimpy y el 2pb. En el espectro del Fe-4 {a
banda se observa en 1427.9 y 1412 cm™ indicativo de coordinacion a fravés del

nitrégeno del tiazolil, como se ha informado para diversos metales.””

5.2.1.2 Estructuras de los compuestos de hierrolll).

— ———

Lo anteriormente expuesto para los compuestos de hierro(lll) se puede
resumir en que las estructuras para cada compuesto son:

[Fe(2gb)3}(NO3)s (Fe-1) los sitios de coordinacién confirmados por
espectroscopia IR son como se observd para cobalto(lll) y cromo(lll) el nitrégeno
imidazdlico y el guanidinico. Los resultados de andlisis elementales,
espectroscopia electronica y susceptibilidad magnetica indican que se trata del
compuesto trisquelato octaédrico de alto espin de Fe(lll).

,'[Fe(ntb)Clz]CI-SHzo (Fe-2) los sitios de coordinacion confirmados por
espectroscopia IR son como se observé para cobalto(lll) y cromo(lll} los tres
nitrégenos imidazélicos y el nitrdgenc central. Los resultados de andlisis
elementales, espectroscopia electrénica y susceptibilidad magnética indican que

se trata de un compuesto octaédrico de alto espin de Fe(lll) previamente
 sintetizado.™

[Fe(bbimpy)Cls]s3H.O (Fe-3) los resultados de analisis elementales,
espectroscopia electronica y susceptibilidad magnética indican que se trata
probablemente de un compuesto octaédrico de hierro(lll) de bajo espin. Del
espectro de IR se concluye que el bbimpy se coordina por medio de los dos
nitrégenos imidazélicos asi como el nitrégeno piridinico.
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[Fe(4tb)3]Cl; (Fe-4) los resultados de analisis elementales y espectroscopia
electronica indican que se trata de un compuesto octaédrico de hierro(lll) de bajo
espin. El comportamiento magnético podria explicarse como una mezcla de alto y
bajo espin. Del espectro de IR se concluye que los sitios de coordinacién son el

nitrégeno imidazdlicos y el nitrégeno del grupo tiazolil.

[Fe(2pb).Cl2]JClsHO  (Fe-8) los resultados de analisis elementales,
espectroscopia electrénica y susceptibilidad magnética indican que se frata de uﬁ
compuesto octaédrico de hierro(lll) de bajo espin. Del espectro de IR se concluye
que el 2pb se coordina por medio del nitrégeno imidazdlico asi como el nitrégeno

piridinico.

5.3 Estudios de estabilidad de los compuestos de coordinacion en
solucioén,

Se realizd un estudio de estabilidad en solucién de los compuestos para
establecer las condiciones en las cuales se llevaria a cabo el estudio cinético asi

como conocer la especie reaccionante bajo dichas condiciones.

Debido a la baja solubilidad de los compuestos se disuelven en DMSO y
posteriormente se llevan a una mezcla DMSO/H20 a pH controlado utilizando una
solucion acuosa de TrisfHC| pH=7.0 que contiene una concentracién 0.1 M de
NaCl. Se obtienen los espectros electrénicos en solucion en el intervalo de 200 a
800 nm y se observa su estabilidad bajo esas condiciones. En la tabla 5.13 se
muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 5.13. lEspectroscopia electronica en disolucion DMSO/H,0.

Concentracion de los compuestos de coordinacion 1mM.

Amax £

Compuesto DMSO/H0 nm M em
Co-1 [Co(bbimpy-H),]OH No soluble
Co-2 [Co(2pb)2(NO3)[(NO3)2CaHeO 10% 350 49 483 (TC)
Co-3 [Co(2gb)3]CH{NO3)2eH0 10% 508 359.03
Co-4 [Co(2gb)a](CCRCO0)H:0 10% 510 566.03
Co-5 [Co(2gb):1C1+3H,0 10% 510 336.75
Co-7 [Co(2amb);]Cl3e2H,0O* 10% 504 217.90
Cr-1 [Cr(2gb)s]CIZnCla)-CHLO 10% 504 1312
Cr-2 [CH2gb)3]CladH50 10% 488 218.8
Cr-3 [Crz(2gb)e(1-OH)2)(ClO4)ae5H,0 10% 524 11559
Cr-4 [Cr(ntb)CI]CI-3H0 50% 582, 414 181.4, 346
Cr-5 [Cr(bbimpy)Cls)e12H,0 No soluble
Cr-6 [Cr(4tb),Cl,]Cle1.5C;He0" 50% 530 69.49
Cr-7 [Cr(2pb);CLICI2H,0 50% 334, 308 TC
Fe-1 [Fe(2gb)](NOaJs 50% 350 TC
Fe-2 [Fe(ntb)Cly]Cle3H,0 50% 370 TC

Fe-3 [Fe(bbimpy)Cls]e3H,0

Reduccién a Fe(ll)

Fe-4 [Fe(4tb)s]Cls

No soluble

No soluble

Fe-5 [FG(Zpb)zClz]CIOHzo

A partir de los experimentos anteriores se concluye que en lo referente a los

compuestos de cobalto(lll) no se estudiaran los compuestos Co-1, por su baja

solubilidad, y Co-2, ya que es una mezcla de isémeros como se observd en los

espectros de RMN y no fue posible separar ios compuestos. Los compuestos de
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cobalto(ill) y el ligante 2gb muestran caracteristicas diferentes entre si lo cual se
observa claramente en los espectros electronicos en disolucion por lo que los

estudios cinéticos se realizaron con los tres compuestos.

Los compuestos de cromo(lil) son estables en solucion a excepcion del
compuesto [Cr(bbimpy)ClaJe12H20 el cual no es soluble en la mezcla DMSO/H,0.
Los compuestos Cr-4, Cr-6 y Cr-7 presentan reacciones de sustitucion de los
cloruros en su esfera de coordinacion por moléculas de disolvente, dando lugar a
especies con carga 3+. Se realizé un ensayo cualitativo para determinar ia carga
de las especies en disolucién de los compuestos Cr-4, Cr-6 y Cr-7 mediante
cromatografia de intercambio catidnico en una resina DOWEX 50WX. Los
compuestos en todos los casos presentaron una carga mayor o igual a 3+ ya que
una vez cargados en la columna no pueden ser desplazados por el compuesto
[Cr(H;0)6]>" |

Por dltimo, en los compuestos de hierro(lil) se presenta la formacién de
hidréxidos por lo que Gnicamente son estables bajo las condiciones empleadas los
compuestos: [Fe(2gb)s](NOs); y [Fe(ntb)Clo]Cle3H,0. El compuesto con el ligante
bbimpy se reduce en disolucion en forma espontanea. Lo que se confirma por el
cambio de color en disolucion de amarillo a azul grisdceo, se observa un maximo
de absorcidén en 574 nm con £ de 1300 M em™ no esperandose transicion d-d

permitida en el caso de un ion d°.
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5.4 Estudios cinéticos de reacciones de transferencia electrénica

en plastocianina.

5.4.1. Influencia del medio de reaccién.

Se informa en la literatura que en las reacciones redox en PCu en que se
utilizan compuestos de coordinacién como oxidantes en condiciones de pseudo
© primer orden los datos cinéticos experimentales se ajustan a una expresion
empirica del tipo:®

__ |oxidane]
s~ 4+ Bloxidante]

k 5.0

Donde kas se obtiene a partir del ajuste de los datos experimentales de

absorbancia en funcion del tiempo a una ecuacién de primer orden como se

muestra en la figura 5.18.

0.080 -

0.075 1

Modelo: primer orden

¢ +al'exp(-k1°x)

Chi*2 = 1.8738E-12

0.070 4 j c 007976  +4.5143E-8

k1 495635  10.00026

j al -0.01758  +6.4194E-7
.f
T

Absorbancia

e

0.065

LI LA (L SN SR S SR S
05 1.0 1.5 20 25 30 s 4.0

tiempo, s

Q.

o

Figura 5.18 Ajuste de los datos experimentales de la reaccién de
oxidacién de PCu(l) por [Co(fen);]* Tris/HCI pH= 8.0, 1=0.03 M (NaCl);
T=25°C.
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La ley de rapidez 5.0 puede explicarse al menos por tres mecanismos diferentes:

Mecanismo-A

Metaloproteina + Oxidante Metaloproteina. Oxidante K

Metaloproteina.Oxidante ———» Metaloproteina Oxidada + Reductor kTE

La ley de rapidez que se deriva de este mecanismo de reaccion es la siguiente:

b= k.. Kloxidante]
" 1+ K|oxidante]

5.1

Este esquema se conoce como mecanismo de cinética limitante, donde la
transferencia electrénica es el paso limitante de reaccion que es precedida por la
formacién de un aducto precursor detectable cinéticamente. Si se cumple la
condicién de que Kjoxidante] << 1 la ley de rapidez se reduce a kops
=kreK[oxidante] y por lo tanto existe una dependenéia de primer orden de la kgps
con la concentracion del oxidante.

Mecanismo B

Metaloproteina Metaloproteina* ki, k2

MetaIOproteina* + Oxidante ~——— Metaloproteina Oxidada + Reductor k3

La ley de rapidez que se deriva del mecanismo de reaccion B es la siguiente:

__kk;[oxidante] -
T ky + k| oxidante]

5.2

Este esquema indica que la reaccion procede después de que ocurre una
reorganizacion o activaciéon de la metaloproteina. En la interpretacion de este
mecanismo se observa que las rapideces de las reacciones deben ser similares
sin importar la identidad del oxidante. En los estudios realizados con varias
metaloproteinas (PCu, Fd, citocromos) hasta el momento es claro que fa rapidez

86



5. Analisis de Resuliados

depende de manera importante del oxidante por lo que el mecanismo B no parece

el adecuado.’®

Mecanismo C

Metaloproteina + Oxidante Metaloproteina. Oxidante K4

Metaloproteina + Oxidante ——» Metaloproteina Oxidada + Reductor ks

Derivandose de este mecanismo de reaccién la ley de rapidez siguiente:

koxidante)
1+ K[ oxidante]

5.3

oby

En este mecanismo denominado ‘dead-end”, se presenta una fuerte
asociacion del oxidante con la proteina dando lugar a un aducto inactivo. La
reaccion procede Unicamente por un choque bimolecular entre |a proteina libre y el
agente oxidante. Un numero de observaciones experimentales descartan este
mecanismo ya que la transferencia electrénica intra-aducto en el mecanismo A no
se ve influenciada por la fuerza idnica, por otro lado en el mecanismo C tanto K, y
ks corresponden a reacciones bimoleculares las cuales deben ser influenciadas
por variaciones en la fuerza idnica. Ademas no se ha observado una inactivacion
completa al utilizarse agentes inactivos redox como se sugiere por el mecanismo
c 13

A partir de todo lo anterior se ha propuesto el mecanismo A para las
reacciones de transferencia de electrones entre la PCu y los oxidantes INnorganicos

utilizados.

PCu(.I) + Oxidante PCu(I):Oxidante K

PCu(I)Oxidante ~——— PCu(Il) + Reductor kg

La ley de rapidez es por lo tanto la siguiente:

kyp Kloxidante)
as T K [uxidalﬂc’]

5.4
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La forma lineal de esta ley de rapidez es la siguiente:
1 1 1

5.5
k., o * k. Kloxidante]
Por lo que una gréfica de (kes)' contra [oxidante]" nos da una linea recta
de pendiente 1/kreK y ordenada al origen 1/kye.

Durante la realizacion de esta tesis se utilizé un medio de reaccién nunca
antes utilizado para reacciones de transferencia electronica con proteinas;
DMSO/H0 (25%) fijando el pH en 7.0 y 8.0 por medio de una solucién
amortiguadora Tris/HCI y con fuerza iénica de 0.03 M (NaCl), ya que hasta el
momento los estudios cinéticos en las reacciones redox de plastocianina se
habian realizado en medios acuosos y con fuerzas idnicas mayores (en su
mayoria 0.1 M)." Se evalud la influencia del medio de reaccién en la
transferencia electrénica. Este estudio se llevd a cabo en la reaccidon de
transferencia electronica entre la PCu(l) de espinaca y el compuesto [Co(fen)s**
ampliamente estudiada.' % La reaccién se llevo a cabo en primer lugar en medio
~acuoso (Tris/HCI pH=8.0, 1=0.03 M (NaCl) y T=25°C) y se encontrd que obedece
el mecanismo de reaccion informado en Ia literatura para las reacciones de

transferencia electrénica entre oxidantes y metaloproteinas.

Las reacciones de transferencia electronica entre la PCu(l) de espinaca y el
compuesto [Co(fen)s]**, tanto en medio acuoso (Tris/HCI pH=8.0, 1=0.03 M (NaCl))
como en una solucidn DMSO/H0 (25%) (Tris/HCI pH=8.0, I=0.03 M (NaCl))
siguen una cinética limitante como se observa en la figura 5.19. ‘
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Figura 5.19. Reaccién de oxidacion de PCuf(l) por [Co(fen);J°*. m Medio acuoso
Tris/HCI pH= 8.0, I = 0.03 M (NaCl); T = 25 °C y ® Medio de reaccién
DMSO/H20 (25%) Tris/HCI pH= 8.0, 1 = 0.03 M (NaCl); T = 25 °C

Se observa comportamiento lineal en ambos casos al trazar (kobs)™' en
funcion de [oxidante]”. Si se cumple la condicién de que Kfoxidante] << 1, la ley
de rapidez se reduce a Kops =krEK[oxidante] como se menciond anteriormente y
por lo tanto existe una dependencia de primer orden de la ks con la
concentracion del oxidante. Esta condicion se cumple cuando K es muy pequefia,
es decir la asociacion del oxidante con la proteina es muy débil o, por otro lado,
- cuando la concentracién del oxidante es muy pequefia. La ley de rapidez se
reduce a una cinética de 2° orden donde dfPCu(l)j/dt = k{PCu(l)][oxidante].

De los resultados mostrados en la figura 5.19 se observa que el medio de
reaccion afecta de manera muy marcada la rapidez de reaccidn aunque el
mecanismo de reaccién no varia y en ambos casos se observa una cinética

limitante. En la literatura se informa para la oxidacion de la PCu(l) de espinaca
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con [Co(fen)s]**; en condiciones de buffer de cacodilato de sodio/HC! a pH 7.5,
I=0.10 M (NaCl) a una temperatura de 25 ° C: los valores de K = 389 M y
kre = 16.7 s ° y los encontrados bajo nuestras condiciones experimentales en
solucién acuosa son K=692.9+43 9M"' y k7 =7.39+ 0.8 s' ambas constantes
en los dif_erentes experimentos se encuentran en el mismo orden de reaccion, la
diferencia encontrada se debe al medio de reaccion. En 1978 Sykes? informa que
las reacciones de transferencia electrénica entre la plastocianina de perejil y el
oxidante [Co(fen)s]** se ven influenciadas por la identidad del amortiguador
utilizado mencionando que se observd que las constantes de rapidez de reaccion
en Tris eran 20% mayores con respecto a las constantes de rapidez utilizando
cacodilato como amortiguador en la regién de pH en que ambos amortiguadores
se traslapan. Al mismo tiempo se observé que K aumentaba de manera apreciable
al disminuir la fuerza idnica. Cabe mencionar ademas de que la reaccidén de
oxidacion de la PCu(l) se ve afectada por el pH segln el mecanismo siguiente:

H+PCu(l) ==—— H* + PCu(l) Ka
PCu(l) + Oxidante —» productos ky
‘H*¥PCu(l) + Oxidante — productos kny
Dando lugar a ta expresién:
kK, +k, |H'
0t a + ' H[H ] 5.6

#T K, +[H']

Se ha informado por estudios de RMN que el valor de pKa para la
protonacién del sitio activo de la plastocianina de espinaca es de 4.9.7

En conclusién, se ha informado que las constantes de rapidez de reaccién
para la transferencia eiectrénica en PCu dependen tanto del pH como de la
naturaleza de la sustancia amortiguadora. .y de la fuerza idnica. Los resultados

obtenidos en medio acuoso bajo nuestras condiciones experimentales estan en
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concordancia con lo expuesto. La constante de asociacion K aumenta de manera
muy marcada al disminuir la fuerza idnica como era de esperarse.

Al comparar los resultados obtenidos en medio acuoso con respecto a la
mezcla DMSO/H2O (25%) bajo las mismas condiciones de pH, sustancia
amortiguadora, - témperatura y fuerza idnica los valores de K=692.9M'y
kre = 7.39 s para el medio acuoso yde K= 171.8 £ 62.5 M"" y kre = 88.028 + 35
s’ para la mezcla DMSO/H20O son notablemente diferentes. Se observa una .-
disminucion considerable del valor de la constante de asociacién K en la mezcla
DMSO/H:0 de un 75% con respecto al medio acuoso; es decir a bajas
concentraciones de oxidante ya no se observa una cinética limitante. La presencia
del DMSO cambia la constante dieléctrica del medio y dado que el aducto se
estabiliza mediante interacciones electrostaticas es de esperarse un cambio
importante en la constante de asociacion. En cuanto al valor de la krz en la mezcla
DMSO/H20 la constante es 12 veces mayor que aquélla medida en medio acuoso,
es decir la transferencia electrénica intra-aducto se lleva a cabo 12 veces mas
rapido en presencia de DMSQ. Conociendo que la transferencia electrénica es el
paso limitante de la reaccién se observa que la presencia del DMSO acelera la
rapidez de la reaccion. Esta aceleracion puede deberse a que dado que el
compuesto [Co(fen)s]* utiliza diferentes sitios de unién, el medio de reaccion
puede propiciar que la transferencia electrénica intramolecular se lleve a ¢abo a lo
largo de distancias distintas, es decir utilizando distintos sitios de unién del
compuesto.

Se han estudiado las reacciones de la PCu(l) de perejil en medio acuoso,
T=25C pHde7 vyl =O.1 M con dos compuestos diferentes: [Co(fen)s]®* y
[Fe(CN)s]*. El compuesto [Co(fen)s* (K = 167 M y kre = 17.9 s} presenta un
- sitio de unidn preferente en el lado este de ia proteina cerca de la Tyr-83 donde se
encuentran los residuos acidos 42-45 y a una distancia 10-12 A del cobre, 2 74
dando lugar a una transferencia electronica de largo alcance favorecida por la
fuerte asociacién del [Co(fen_)a]3+ a la proteina. Por otro lado, el compuesto
[FE(CN)e]* (K = 110 M y kzz = 170 s™') se une a la proteina por el iado norte
cerca de la His-87, el cudl representa el mayor acercamiento al sitio activo de
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cobre aproximadamente 6 A, por lo que la reaccién ocurre mas rapidamente
(Figura 5.20). 22

Figura 5.20. Estructura de la plastocianina informada por Freeman’ con los
sitios de unién indicados para [Fe(CN)sJ* y [Co(fen)s]* .

La diferencia en la rapidez de reaccidon en nuestro estudio para la reaccion
de oxidacion de PCu(l) por [Co(fen)s)**, dependiendo del medio de reaccion, se
puede evaluar facilmente al comparar las constantes de rapidez de segundo orden
Kkre. Las constantes de rapidez de segundo orden k7K son de distinto orden de
magnitud dependiendo del medio de reaccion utilizado. En medio acuoso el
producto kreK es 5.1 x 10° M s similar al del caso de la reaccién informada entre
PCu(l) (perejil} y [Co(fen)s]** donde kreK es 3.0 x 10° M s™'. En cambio para la
mezcla DMSO/H.0 el valor para kreK es 1.5 x 10° M s el cual es similar al de la
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reaccion de PCu(l) (perejil) y [Fe(CN)s]* donde kreK es 9.4 x 10° M s 22 En el
segundo caso se observa una aceleracion importante de la. transferencia

electronica, superior al 100% en presencia de DMSO.

Adicionalmente estudiamos el efecto de la temperatura en la reaccion de
oxidacion de PCu(l) de espinaca con [Co{fen)s]*" en ambos. medios. Los
resultados se presentan en la tabla 5.14 y la figura 5.21.

Tabla §.14 Efecto de la temperatura en las constantes de rapidez de
reaccion de segundo orden en los diferentes medios de reaccion para la reaccion
de oxidacion de PCu(l) con [Co(fen)s]*, 1= 0.03 M (NaCli), pH= 8.0 Tris/H,0.

Temperatura K H20 DMSO/H20 (25%)

kexp. M s Kexp. M 571
297.35 3235.7 10147.5
297.85 - 3359.8 11930
298.65 3561.5 12430
299.85 38915 13600
300.75 4354.5 , 14835
301.75 4718.5

De los resultados se observa que los parametros cinéticos ' cambian
dependiendo del medio de reaccion. La reaccién se ve energéticamente
favorecida al utilizar la mezcla DMSO/H,0 (25%) ya que el valor de entalpia de
activacion es 45.7 kJ/mol, mientras que el obtenido para la misma reaccion en
solucidon acuosa es de 62 kJ/mol, es decir se encuentra una disminucién
importante de 16.3 kJ/mol. Los valores de AS® son radicalmente diferentes en
agua AS®=30.9 J/mol K mientra§ que en el medio de reaccién DMSQ/H,0
AS* =-13.7 Jimol K.
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Figura 5.21. Efecto de la temperatura en la reaccién de oxidacién de PCu(l)
con [Co(fen);P*; Tris/HCI (20 mM) pH 8.0, I = 0.03 M (NaCl). Gréafica izquierda
medio acuoso y grifica derecha mezcla DMSO/H,0 (25%); donde kexp €5 la
constante experimental de segundo orden.

Los valores de los parametros de activacidn en agua son comparables con

los informados para la misma reaccién pero utilizando plastocianina de perejil y

. fuerza ionica de 0.10 M donde se informa AH*= 59.83 kJ/imol y AS*= 25 1

J/imol K.%? En cuanto al valor de AS* = —13.7 J/mol K para la mezcla DMSO/H-0 es
diferente a los resultados que se encuentran en la literatura hasta el momento en
que se informan valores negativos de AS™ para el caso en que los oxidantes
utilizados posean carga negativa, como es el caso de [Fe(CN)s]> AS® = -196.6
Jimol K y de [Co(4,7-DPSfen)3]3', (4,7-DPSfen = 4,7-difenil-4 -sulfonato-1,10-
fenantrolina), cuyo AS™= -75.312 J/mol K. # En todos los casos el mecanismo de
reaccion propuesto es de cinética limitante aunque el valor de K en el caso de
[Fe(CN)s> es muy pequefio 110 M.
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En la figura 5.22 se muestra la relacién isocinética de AH” en funcion de
AS® con los resultados de este trabajo comparados con los publicados por
Sykes. %

X

40 ~

S
-5 20- g ¢ {Co(4,7-DPSfen),]”
- 4 / 4 lco(fen):]"
e ) v [Fe(CN)
0 + [Coffen))™ H,0*
x  [Coffer))"” DMSO/H, 0"
v
-20 T v T ¥ T T T T T T 1
-200 -180 -100 -50 0 50
48", Jimol K

Figura 5.22, Gréfica de AH” vs AS” para las reacciones de transferencia
electrénica entre la PCu(i) y diferentes oxidantes. * Valores obtenidos en este
trabajo.

De la grafica anterior se observa la importancia de la carga del
compuesto utilizado como oxidante en el parametro AS®. Los compuestos con
carga negativa poseen valores de AS™ negativos y ademas poseen una barrera.

energetica menor.

En conclusién, el medio de reaccion es determinante en las
rapideces de reaccion de la transferencia electrénica entre la PCu(l) y el oxidante
[Co(fen)s]* dando lugar a una aceleracion importante de la reaccion en presencia
de DMSOQ. El mecanismo de reaccién no se ve afectado mostrandose un
mecanismo de cinética limitante, aunque la asociacion del compuesto a 'Ia proteina
disminuye mientras que la transferencia electrénica gque es el paso determinante
de la reaccion se realiza a una mayor rapidez.
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5.4.2. Reacciones de transferencia electronica entre PCu y
compuestos de coordinacidn de derivados bencimidazolicos.

Los valores de potenciales normales E° a pH= 7.0 para piastocianinas de
diferentes fuentes se encuentran en el intervalo de 347 a 385 mVv."" El potencial de
reduccion para PCu de espinaca es de 375 mV este potencial en comparacion al
del par Cu'"/Cu' en agua (115 mV) corresponde a una estabilizacion del estado
reducido en la proteina. La alta reactividad de la PCu permite que solamente un
pequefio intervalo de reactivos redox se puedan estudiar cinéticamente por
métodos de mezclado rapido y flujo detenido “stopped-flow’.

Los compuestos de coordinacién que se han utilizado como reactivos redox
en las reacciones con PCu son en su gran mayoria compuestos inertes a la
sustitucion. Entre los compuestos utilizados hasta el momento se encuentran
[Colfen)a”",  [Fe(CN)e®,  [Ru(NHa)spy[*,  [Co(C:04))*,  [Co(dipic)al™,
[RU(NH3)s(CH3CN)I** y [(NC)sFeCNCo(CN)s}*. 1822

- En el desarrollo del proyecto se sintetizaron compuestos de coordinacion
de los derivados bencimidazdlicos de los i iones metalicos Co(lll) y Fe(lll) con el fin
de ensayarse como oxidantes de la PCu(l) de espinaca. Los compuestos de
cobalto(lll) [Co(2gb)s]Clo(NC3) (Co-3), [Co(2gb)s}(CCI3CO0); (Co-4), [Co(2gb)s]Cl3
(Co-5) y [Co(2amb)s]Cl; (Co-7) que son estables en disolucién no resultaron ser
activos redox frente a PCu(l), por lo que los estudios cinéticos de la transferencia
electrénica entre la PCu(l) y los compuestos Co-3, Co-4, Co-5 y Co-7 no se
pudieron llevar a cabo.

Los compuestos de Fe(lll) estables en disolucion [Fe(2gb)a)(NO3)a
(Fe-1) y [Fe(ntb)Cl,]CI (Fe-2), si fueron activos redox frente a PCu(l) de espinaca
en las condiciones de DMSQ/H,O (25%), Tris/HCI (20 mM) pH=7.0, 1=0.03 M
(NaCl) y en el intervalo de temperaturas de 20 a 30 °C.

Las reacciones de oxidacién de PCu(l) con Fe-1 y Fe-2 no muestran
cinéticas limitantes en las condiciones empleadas. Los experimentos se realizan
en condiciones de pseudo-primer orden en exceso de oxidante por lo que
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kobs = kfoxidante]. Los resultados se ajustan a un mecanismo de esfera externa
donde se observa una ley de rapidez de segundo orden de la forma'
d{PCu(I)]dt = KPCu(l)][oxidante] tanto para el oxidante Fe-1 como para Fe-2. Los
resultados se presentan en las figuras 5.23 y 5.24 mostrando que obedecen la ley
de i'apidez de segundo orden anterior.

T =28.9"(.3
7 /
20 ~ e .
] / T =26.2°C
B
15 4
«® . T =25.1°C
] . A

A

/o
f—"" T =235

10 4
e

6 8
104 [Fe(2gb) INO,), M

F)’gura 5.23. Reaccién de oxidacién de PCu(l) de espinaca por Fe-1 a
diferentes temperaturas y variando Ia concentracién de Fe-1. DMSO/H,0
(25%), Tris/HCI (20 mM) pH=7.0, I= 0.03 M (NaCl)

La constante de rapidez de segundo orden a 25.1°C paraFe-1es. k=
14 x 10°+ 1.1 x 102 M s, Al comparar este valor con el obtenido
previamente en el desarrollo del proyecto de tesis para [Co(fen)s** en
DMSO/H20 de k = 1.5 x 10° M s se observa que la constante de rapidez para
el compuesto Fe-1 es del mismo orden de magnitud que para [Co(fen);]**. Se ha
informado en la literatura que los iones derivados del ferrocinio en la reaccion de
oxidacion de la plastocianina de espinaca obedecen una ley de rapidez de
segundo orden d[PCu(ll)]dt = K[PCu(l))[oxidante] es decir al igual que en nuestro
Caso no se observan cinéticas limitantes en las condiciones de reaccion

utilizadas.” 7®
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Figura 5.24. Reacci6n de oxidacién de PCu(l) de espinaca por Fe-2 a
diferentes temperaturas y variando la concentracién de Fe-2. DMSO/H,0
(25%), Tris/HCI (20 mM) pH=7.0, I= 0.03 M (NaCl)

La constante de rapidez de segundo orden a25.1°C para Fe-2 es k=
706.2 £ 12.7 M s, Esta constante de rapidez es del orden de la constante
informada para la reaccidn con el oxidante [Co(4,7-DPSfen)3]3 donde se informa
k=190 M™ s™'. El compuesto [Co(4,7-DPSfen)s]* presenta cinética limitante donde
la constante de asociacidon es muy grande K= 4600 M" pero la transferencia

electrénica, que es el paso limitante, ocurre lentamente kre=0.041 s,
Se obtuvieron los parametros cinéticos de AH* y AS* al estudiarse |a

var:acnon de ia constante de segundo orden como funcién de la temperatura. Los
resultados se presentan en la tabla 5.15 y en la figura 5.25.
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Figura 5.25. Efecto de la temperatura en Ia reaccién de oxidacién de
PCu(l) con los compuestos Fe-1 y Fe-2 condiciones DMSO/H;O (25%),
Tris/HCI (20 mM) pH 7.0, I = 0.03 M (NaCl). Grdfica izquierda Fe-1 y gréfica
derecha Fe-2. |

Tabla 5.15 Efecto de la temperatura en las constantes de rapidez de
reaccion de segundo orden en la oxidacion de PCu(l} por Fe-1 y Fe-2, I= 0.03 M
(NaCl), pH= 8.0 Tris/HCI.

Temperatura Fe-1 Temperatura Fe-2
°C Kexp- M 571 oC Kexp. M' 571
219 7988 + 170 20.1 306 + 6.46
23.5 10654 + 204 22.8 492 + 6.59
25.1 14335 + 109 25.1 706 + 12.7
26.2 17720 + 387 27.3 969 + 36.5
28.9 29364 + 538 296 1495 + 46.3

En cuanto a los parametros cinéticos AH* y AS™ obtenidos para los

compuestos Fe-1 y Fe-2 (tabla 5.1_6) no se observan diferencias significativas’

entre ambos compuestos, lo que es de resaltarse es que los valores tanto de AH*
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como de AS® son muy grandes con respecto a todos los casos informados
anteriormente y también a los resultados de la oxidacion de PCu(l) con el
compuesto [Co(fen)s]** en el medio de reaccién DMSO/H,0 (tabla 5.16).

Tabla 5.16. Parametros cinéticos para la oxidacién de la plastocianina.

Oxidante Medio AH* - AS?
' KJ/mol | J/mol K
[Co(fen)s]* H,0 62 30.9
[Co(fen)s] DMSO/H,0 457 -13.7
[Fe(2gbs]** DMSO/H,0 135.6 289.66
[Fe(ntb)Cly]* DMSO/H,0 118.6 207.2

¢ [Fe(CN)e]* H20 138 -196.65

¢ [Co(4,7-DPSfen)s]* H20 37.65 -75.312
¢ aFeCp,’ H.0 45.7 -104.7

+ Datos informados en la literatura.

#Cp = ciclopentadienilo. Referencia 72.

‘La diferencia en reactividad entre Fe-1 y Fe-2 puede deberse a que se
utilicen distintos sitios de unién a la proteina. Aunque los compuestos [Fe(CN)s]* vy
[Co(4,7-DPSfen)s)* presentan el mismo sitio de union y sus rapideces de reaccion
son muy diferentes ya que los valores de £° son diferentes. Como se menciond
anteriormente el compuesto [Fe{(CN)g]* tiene su sitio de unién en el lado norte de
la proteina cerca de la His-87, mientras que el compuesto [Co(fen)s]** presenta su
sitio de union preferente (ausencia de inhibidor) en el lado este cerca de la Tyr-83;
en el sitio donde existe una alta conservacion de residuos acidos del 42-45 y del
59-61. Lo anterior se ha comprobado por medio de experimentos de inhibicidon
competitiva, RMN utilizando los compuestos analogos de cromo(ill), dependencia
de la reactividad con el pH y en los Gltimos afios experlmentos de modmcamon de
la PCu en la Tyr-83 7 asi.como reacciones de transferencia electronlca en

mutantes de PCu para evidenciar el sitio de unién de diferentes oxidantes. ® 7°.
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Para [Co(fen)s]** kreK = 3.0 x 10° M s™! mientras que para [Fe(CN)s]* kreK = 9.4 x
10* M" s™. % Cuando la reaccién ocurre en el lado norte la transferencia
electrénica se lleva a cabo mas répidamente debido a que ocurre a través de una
distancia mas corta, aproximadamente 6 A. Los estudios de inhibicién de la
reaccién de oxidacion con iones ferrocinio FeCp,® muestran un mecanismo donde
el oxidante se reparte entre los dos sitios de unién, el sitio hidrofébico en el lado
norte y el sitio hidrofilico en el lado este.™ La particién entre ios dos sitios depende
de la carga y del cardacter hidrofébico del oxidante, por ejemplo: para el compuesto
[Co(fen)s]** el 75% de la reaccion ocurre en el lado este, mientras que para el ion
FeCpz" Unicamente el 28% ocurre en el lado este. 7

Otra alternativa para explicar la diferencia en reactividad puede ser, como
ya se ha demostrado, el hecho de que pequefios compuestos de coordinacion con
geometria octaedrica con ligantes hidrofébicos que permiten la deslocalizacion de
la densidad electronica a través de los enlaces n facilitan la transferencia
electrénica.” Al comparar las esferas de coordinacidn se observa que Fe-1 tiene
mayor caracter hidrofébico que Fe-2 facilitando quiza la incursion en el sitio activo
hidrofébico de la plastocianina,

5.4.3 Reacciones de inhibicién competitiva en la transferencia
electrénica en PCu(l).

La inhibicién competitiva se observa en las reacciones de oxidacidn de
PCu(l) en la presencia de compuestos redox inactivos comoe  por ejemplo
[Cr(fen)a]™*, [Co(NHa)e*" y [P{{NH3)]**. 2> ®° Existe Ia competencia por el sitio de
union entre el oxidante y el compuesto redox inactivo. El mecanismo de reaccioén
que describe la inhibicién se esquematiza a continuacion.
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PCu(I) + Oxidante ——»  productos Kkrg

PCu(l) + Inhibidor——== PCu(l)Inhibidor = Ky, -
PCu(I):Inhibidor + .Oxidante—— productos . ks

El esquema anterior deriva la siguiente ley de rapidez:

_ Kkyg + kK, | Inhibidor]

= 5.7
exp 1+ K, [ Inhibidor|

Donde kex, es la constante de rapidez de segundo orden. Es importante
para simpiificar la ley de rapidez trabajar en concentracién baja de oxidante en el
caso en que la oxidacién obedezca un mecanismo de cinética limitante.

Si se observa un blogueo completo de la reaccién de oxidacion por el

compuesto inhibidor kg es cero, dando lugar a una ley de rapidez mas sencilla del

tipo:
Kk,
k= I 5.8
1+ K, [Inhibidor)
que puede linealizarse de la siguiente manera:
1 1 K
= + == Inhibidor) 59

k. Kk, Kk,

exp

En el caso de PCu se han observado Unicamente casos de inhibicion
parcial de la reaccidén de transferencia de electrones, donde kg es diferente de
cero; existen dos explicaciones sobre la conservacion de la reactividad aun
después de la formacién del aducto PCu:Inhibidor. La primera es que debido a la
amplia distribucién de la carga negativa en la vecindad de la Tyr-83 es posible
que se retenga parte de la reactividad permitiendo que dos compuestos cargados
positivamente se acomoden de manera simultanea en el lado este. La segunda
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explicacion es que la reaccion kg se lleva cabo en otro sitio de unién posiblemente
el lado norte, el cual posee gran proximidad al cobre. En ofras palabras, a bajas
concentraciones de oxidante Kkre es la constante de segundo orden k. Si
dF"Cu(I)Idt = K[PCu(l)]loxidante] donde k =kg +ky es decir la suma de las
constantes de rapidez en el sitio este ke y en el sitio norte ky. La mayor parte de
las reécciones de oxidacion de PCu(l) en medio acuoso pueden ajustarge

faciimente a este esquema, 74 76 &

- De los experimentos realizados con los compuestos de coordinacién
derivados de los distintos ligantes bencimidazdlicos estudiados y los iones
metalicos Co(ll!) y Cr(lll) se concluy6é que los compuestos son redox inactivos
frente a PCu(l) bajo las condiciones de reaccién establecidas DMSOIH;;O (25%),
pH=8.0 Tris/HCI (20 mM), ! =0.03 M (NaCl) y T=25 °C. Por lo anterior se
realizaron experimentos de inhibicién competitiva con los compuestos de Co(ll) y
Cr(lil) en la reaccién de oxidacién de PCu(l) por [Co(fen)s]**. En todos los casos
los compuestos estudiados en disolucién poseen carga >3+. Los compuestos de
Co(lll} que se .comportaron como inhibidores son los complejos con los ligantes
2gb (Co-3, Co-4 y Co-5) y 2amb (Co-7). Por otro lado todos los compuestos de
Cr(ill), a excepcién del complejo con el ligante bbimpy que no es soluble en el
medio de reaccién, resultaron ser inhibidores de la oxidacion de PCu(l) por
[Co(fen)s]®.

Se llevo a cabo el estudio con los compuestos de Cof l1l) a continuacién se
muestra el comportamiento de la reaccion de oxidacidn de PCu(l) de espinaca por
[Co{fen)s]** en presencia de un compuesto de coordinacion inactivo redox con el
ligante 2gb (figura 5.26).
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Figura 5.26. Efecto de Co-3 en la oxidacién de PCu(l) de espinaca por

[Co(fen);]’*. DMSO/H,0 (25%), pH=8.0 Tris/HCI (20mM), 1=0.03 M (NaCl) y
T=25°C. Gréfica superior izquierda ke, vs [Co-3]. Grdfica inferior kexp! vs
[Co-3T". '

debida

De la figura 5.26 se observa claramente una inhibicion de la reaccion
a la presencia del complejo de 2gb. El mecanismo de reaccidn

corresponde al caso donde el aducto PCu(l):inhibidor es no reactivo, es decir ks es

igual a cero en la ecuacién 5.7. Por lo tanto se obedece Ia ley de rapidez 5.8;
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. Kk e
“® 7 1+ K, [ Inhibidor)

5.8

La gréfica de (kex)™ en funcién de la concentracion del inhibidor es lineal y
se obtiene K. Se evalud la ecuacion 8.7 para el mecanismo de reacciéon cuando
kg es diferente de cero pero el ajuste es pobre, ademas de que proporciona una
constante de asociacion del inhibidor a la proteina negativa, que no tiene ningun

sentido.

Se ha informado que la inhibicion no es completa cuando se emplea
[Co(fen)s** como oxidante y compuestos del tipo [Co(NHa)sl** o [Cr(fen)s]** como
inhibidores, ya que el aducto PCu(l):Inhibidor es aun reactivo, ya sea que en el
lado este se unan dos compuestos cationicos o que la reaccidn se lleve a cabo en .
otro sitio distinto al que esta bloqueado por el inhibidor.”* En nuestras condiciones
de reaccidn, en todos los casos la cinética de inhibicién obedece el mecanismo
donde el aducto PCu(l):Inhibidor no es reactivo. Al evaluar la ley de rapidez para el
mecanismo en que el aducto PCu(l):Inhibidor es reactivo, la desviacion de los
valores es grande y las constantes de asociacion del inhibidor a Ia proteina son en
algunos casos negativas o por el contrario valores muy elevados del orden de 10’
M*.Los resultados de las mediciones hechas en este trabajo no indican que el
oxidante [Co(fen)s]*" pueda actuar en 2 sitios diferentes, por lo que no es posible

calcular el porcentaje de reaccién en cada uno de ellos.

Las constantes de asociacion del inhibidor a la proteina para los
compuestos de Co(lll) se muestran en la tabla 5.17. Los ‘valores obtenidos en
todos los casos son mayores que para el compuesto [Co(fen)s]** donde
K=171.8 M, por lo que se presenta claram_ente una inhibicion.

¥
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Tabla 5.17. Constantes de asociacion del inhibidor y porcentajes de
inhibicién de la reaccidon de oxidacion de PCu(l) con [Co(fen)s]** por los

compuestds de Co(lll).

Compuesto Kih, M = | % Inhibicién
Co-3 [Co(2gb)s]CIx(NO3) 575.0 + 30.5 48
Co-5 [Co(2gb)s]Cl 479.5 + 33.8 40.2
Co-4 [Co(2gb)s)(CCI3CO0); | 374.4+ 11.4 31.6
Co-7 [Co(2amb)s]Cl3 283.7+13.8 24.6

Los resultados muestran claramente que las constantes de asociacion de los
inhibidores con el ligante 2gb son mayores con respecto a la del inhibidor con el
ligante 2amb. Es de resaltarse que el 2gb es mas hidrofébico por lo que podria ser
una evidencia de que el bloqueo se realiza en el lado norte de Ia proteina y con
base a esto podria pensarse que el sitio de unién del compuesto [Co(fen)s]** en
DMSO/H20 pudiera ser preferentemente el lado hidrofébico mas que el lado este-
(hidrofilico), comportandose de manera contraria a como se ha informado hasta el
momento.

En la literatura® se menciona que la particién de la reaccién en los dos sitios
depende de manera importante tanto de! oxidante como de la proteina ya que se
ha observado que para la reaccién de [Co(fen)s]** con PCu(l} de espinaca el 80%
de la reaccion ocurre en el lado este cercano a la Tyr-83, mientras que para la
PCu(!) de perejit inicamente el 61% ocurre por ese mismo sitio. Estas diferencias
en reaccion' se explican ya que difieren los residuos &cidos en la region 42-45 y
59-61 entre las PCus de espinaca y de perejil.®! Esto da lugar a una disminucién
de la carga total de proteina de -9 para espinaca a —8 para el caso del perejil a pH
~ 7, lo que afecta la interaccién electrostatica entre [Co(fen)s]** vy PCu(l). Esto se
observa claramente en las constantes de asociacidn de [Co(fen)s]®* a Ia
plastocianina ya que para la proteina de perejil es K=167 M y K=389 M para la
extraida de espinaca.’® Por esta razén la reaccién de oxidacion de PCu de perejil
no se ve tan favorecida en el lado este como en el caso de la PCu de espinaca.
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Es de resaltarse que en el caso de los bompqestos Co-3, Co-4 y Co-5 Iq
diferencia entre ellos se encuentra en los aniones ya que todos poseen la misma
esfera de coordinacion, el isémero mer del catién [Co(2gb)s]**, por lo que se
observa el efecto estérico del anion ya que en el caso de los aniones mas
voluminosos CCIsCOO (Co-5) la constante disminuye ‘notablemente ya que el
choque bimolecular entre la PCu(l), con carga negativa, y el inhibidor, cargado
positivamente, se ve influenciado por la presencia de estos aniones. En el caso
de Co-3 y Co-4 no hay mucha diferencia ya que en Co-3 existe una mezcla de
aniones de CI'y NOy™ el analisis elemental nos indica una proporcién de dos CI
por un NOg', siendo por tanto muy parecido al comportamiento de Co-4,

L‘os compuestos de Cr(lll) con los figantes bencimidazolicos: 2gb, "ntb, 2pb
y 4tb resultaron buenos inhibidores de la oxidacién de PCu(l) por [Co(fen)s]** en
solucién de DMSO/H;0 (25%), pH=8.0 Tris/HC| (20 mM), I= 0.03 M (NaCl) y T= .
25°C. En la figura 5.27 se presentan los resultados obtenidos con el compuesto
Cr-3, el cudl es el compuesto dinuclear con dos puentes OH™ y cuatro ligantes
2gb.
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Figura 5.27. Inhibicién producida por el compuesto Cr-3 en la reaccién de
oxidacién de PCu(l) por [Co(fen)s]’*. Tris/HCI pH=8.0, = 0.03 M (NaCli),
DMSO/H0 (25%)
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Se observa una inhibicion del 90% de la reaccion de oxidacién por el
compuesto dinuclear Cr-3, siendo un inhibidor muy efectivo ya que no se ha
informado hasta el momento una inhibicién tan efectiva para la reaccién con
[Co(fen)s]** ain  ‘tratdndose del compuesto dinuclear de mayor carga
[(NH3)sCo(11-NH2)Co(NH3)s]** el cual inhibe un 74% de la reaccion. %°

Al igual que en el caso de los compuestos de Co(lll) se encontré que el
mecanismo de la inhibicién es aquél en que el aducto PCu(i}:.Inhibidor es no
reactivo. Se obtiene un ajuste de los datos a !a ley de rapidez de la ecuacion 5.8:

. Kk
“® 1+ K, [Inhibidor]

5.8 -

No se observa que la reaccién ocurra por dos sitios diferentes. Como se
demuestra en la figura 5.28 donde se presentan graficas para ambos mecanismos
de reaccion cuando kg es igual a.cero (izquierda) y el aducto PCu(l): Inhibidor es
reactivo (derecha). |
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Figura 5.28. Ajuste de los datos experimentales de la inhibicién por Cr-3 de
la reaccién de oxidacién de PCuf(l) por [ Co(fen)s]**. lzquierda aducto
PCufl):Inhibidor no reactivo; Derecha aducto PCufl):Inhibidor reactivo.

De los resultados anteriores se puede notar que al igual que en el caso de

los compuestos de Co(lll) el compuesto inhibidor bloquea por completo la
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proteina. Cuando se ajustan los datos al mecanismo alterno hay mayor dispersion
de los datos y se obtienen valores de kg negativos los cuales no tienen sentido
fisico. Este mismo comportamiento se presenta para todos los compuestos
estudiados de Cr(lil); los resultados se presentan en la tabla 5.18.

Tabla 5.18. Constantes de asociacién y porcentajes de inhibicién de la reaccién de
oxidacién de PCu(l) con [Co(fen)s]*" por los compuestos de Cr(lil).

Compuesto Kinn, M™ % Inhibicién
Cr-3 [Cra(n-OH)2(2gb)s](Cl04)s | 1.13 x 10° + 8.20 x 10 90
Cr-2 [Cr(2gb);]Cla , 1945 + 130 65
Cr-1 [Cr(2gb)3]CI[ZnCly4] 1102 £ 67 .55
Cr-7 [Cr(2pb)z(H20)2]Cl5 639 + 50 42.8
Cr-4 [Cr(ntb)(H20)7]Cls 363+ 11 28.2
Cr-6 [Cr(4tb),(Hz0%ICh 319+ 20 28.2

Cabe sefialar que la carga del compuesto inhibidor determina de manera
muy importante la constante de asociacién, es decir la mayor interaccion
electrostatica en los compuestos con carga 4+ y 5+ se observa en una' constante
de asociacién mayor que para los compuestos con carga 3+; por ejemplo para
[Cr(fen)s]** la constante de asociacion es 176 M, mientras que para [Pt{NH3)s]** el
valor es K=1.6 x 10* M ambas en medio acuoso. 2 ® E| valor para Cr-3 obtenido
es del mismo orden de magnitud que para los compuestos de carga 4+, sin
embargo es importante recordar que para las reacciones efectuadas en
DMSO/H.0 las consfantes de asociacion disminuyen drasticamente, como en el
caso de [Co(fen)s]™” de 692.9 M (H;0) a 171.8 M (DMSO/H.0) respectivamente,
en las mismas condiciones de temperatura, fuerza idnica y pH. Por lo que en
medio acuoso la constante podria ser mayor, de esta manera se explica el
porcentaje tan alto de inhibicién encontrado.

El resto de los compuestos estudiados poseen carga 3+, nuevamente se
observa una influencia del ligante utilizado cuyas constantes de asociacion siguen
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el orden 2gb>2pb>ntb>4tb. En todos los casos se trata de ligantes hidrofébicos,
pero los compuestos Cr-1 y Cr-2 poseen una esfera de coordinacidon de tres
ligantes hidrofdbicos bidentados en comparacién con Cr-4, Cr-6 y Cr-7 con
solamente dos ligantes hidrofébicos bidentados. Se observa nuevamente la
importancia de la hidrofobia a mayor caracter hidrofdbico del compuesto se
presenta una mayor constante de asociacién, indicando que posiblemente el sitio
de unién es el hidrofébico. Al igual que para los compuestos con Co(lll) se vuelve
a observar que cuando los aniones son voluminosos como para Cr-1 el anion
ZnCls* la constante de asociacién es menor que en el caso de Cr-2.

Al comparar los resultados entre los cdmpuestos isoestructurales de Co(lil) y
Cr(ill) con el ligante 2gb {M(2gb)s]Cls se observa que el porcentaje de inhibicién
es mayor para el compuesto de Cr(lll) (65%) con respecto a Co(lll) (40.2%).
Ademas los valores de constante de asociacion cambian de 1945 M para Cr(ill) a
479.5 M' para Co(lll). Las constantes para los complejos isoestructurales
[Co(fen)s** y [Cr(fen)s]** son para Co(lll) 167 M y para el compuesto de Cr(lll)
176 M no muestran estos valores una influencia importante del ion metalico
central. La diferencia obtenida en este trabajo es muy importante, la interaccion
del compuesto [Cr(2gb)s]** es mas fuerte. Este resultado se encuentra en
concordancia con lo observado en los estudios realizados en tilacoides de
espinaca donde al igual se observa que ambos compuestos son inhibidores de la
reaccion de Hill, pero el compussto de Cr(lll) presenta una mayor inhibicién del
transporte electronico que el compuesto de Co(lil).?

Por Uitimo se realizd el experimento de inhibicion competitiva en la reaccion
de oxidaciéon de PCu(l) por [Fe(2gb)s]** a pH=7.0‘TrislH_CI (20 mM), | =0.03 M
(NaCl} y T=25°C; utilizando como inhibidor el compuesto iscestructural
[Cr(2gb)s]>".

Los resultados muestran que el comportamiento es el mismo que para
cuando el oxidante es [Co(fen)s]>*, es decir el mecanismo de inhibicion es:
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PCu:Oxidante K
PCu:lnhibidor Kinh

PCu(l) + Oxidante
PCu(l) + Inhibidor

|

PCu:Oxidante —>» PCu(ll) + Reductor ke

La ley de rapidez que se sigue por lo tanto es la expresada nuevamente en la
ecuacién 5.8. -

La gréfica de (kexp)' en funcion de [[Cr(2gb)s]**] resultd por tanto lineal
obteniéndose una constante de asociacion del inhibidor de Kiyn = 537 M. EI ajuste
se observa en la figura 5.29. '
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Figura 5.29. Efecto de Cr-2 en Ia oxidacién de PCu(l) de espinaca por Fe-1.
DMSO/H,0 (25%), pH=7.0 Tris/HCI (20mM), I1=0.03 M (NaCl) y T=25°C.

Ei porcentaje de inhibicién producido es Unicamente del 39%, en este caso
ambos compuestos son isoestructurales, es decir la esfera de coordinacion es
idéntica y por tanto los compuestos poseen el mismo caracter hidrofébico y la
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competencia se da por el mismo sitio de unidn. No se observa en este caso
particion de la reacciéon en diferentes sitios de union nuevamente, el aducto
PCu(l):Inhibidor es no reactivo.

En todos los experimentos de inhibicidn, la proteina se bloquea totalmente
por la asociacion de los compuestos inactivos redox. El compuesto inhibidor puede
producir un cambio radical en la conformacion o reactividad de la plastocianina

impidiendo su oxidacion.

A partir de los estudios de inhibicién competitiva se puede concluir que los
compuestos ensayados como oxidantes [Co(fen)s]*, [Fe(2gb)s)* y los
compuestos inhibidores de Co(lll) y Cr(ill) en DMSO/H,0 presentan el mismo sitio
de union posiblemente el sitio hidrofébico mas cercano al sitio activo de cobre. Lo
que se sustenta también al presentarse para la oxidacion de PCu(l) por
[Co(fen)a]®* un valor de k7e mucho mayor en DMSO/H;0 que en medio acuoso.

Lo anterior es necesario confirmarlo por- medio de experimentos de
resonancia magnética nuclear de la PCu(l) en el medio de reaccién y en presencia
de un compuesto paramagnético de Cr(lll).
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5.5 Estudios de resonancia magnética nuclear en plastocianina de

espinaca.

La asignacion completa del espectro de rescnancia magnetica nuclear
proténica de la especie reducida de la plastocianina de espinaca se realizd en
1987 por Hil.% La asignacion se llevd a cabo por medio de técnicas de resonancia
magnética nuclear bidimensional y la asignacidn secuencial especifica de las
senales.

Recientemente se obtuvo en un equipo de 800 MHz por el grupo de
investigacion de Bertini el espectro de.RMN 'H y la completa asignacion de las
seNales para la plastocianina de espinaca o‘xidada.lEls

Durante el desarrollo de la tesis se realizaron experimentos de RMN
proténica en la plastocianina reducida PCu(l) de espinaca. Previamente al estudio
de RMN la PCu oxidada se redujo con ditionito de sodio y posteriormente se
realizaron dos ultrafiltraciones, en un equipo Amicon utilizando una membrana
YMS5 contra una solucién amortiguadora de fosfatos 30 mM pH= 7.0 en 2H,0 99.8
%, para realizar el intercambio del disolvente por 2H,0. La concentracion de
PCu(l) utilizada en los estudios de RMN es aproximadamente 1.5 mM.

Se obtuvo el espectro de 'H RMN para la PCu(i) de espinaca en DO en
buffer de fosfatos pH=7.0, el espéctro es el mismo que el obtenido por Hill en 1887
donde se observan claramente ios residuos alifaticos y aromaticos. Los protones
alifaticos aparecen en el intervalo de —0.4 a 5.2 ppm mientras que los protones
aromaticos provenientes de los residuos de fenilalanina, histidinas y tirosinas
aparecen en el intervalo de 58 a 7.7 ppm. Los protones acidos NH aparecen en
un amplio intervalo, pero en su mayoria en desplazamientos a campo bajo (> 7
ppm) (figura 5.30).
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Figura 5.30. Espectro de RMN 'H de PCu(l) de espinaca entre 5y 10 ppm a
500 MHz en D0, pH= 7.0 (fosfatos). Espectro superior PCu(l) en D,0;
espectro inferior PCu(l) en DMSO-dy/D,0 (25%).

En la literatura se informa que en el caso de la plastocianina se presentan
dos sitios de unién de los oxidantes o reductores a la proteina. En el caso de
oxidantes con carga positiva como [Co(fen)s]** el sitio preferido es el lado este
cercano a la Tyr83, Phe82, Phel14 y Phed41 donde existen dos regiones de
aminoacidos acidos (42-46 y 59-61) los cuales a pH = 7.0 estan desprotonados
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favoreciéndose la interaccién electrostatica. Este sitio se conoce como el sitio
hidrofilico donde ia transferencia electronica es a largo alcance (~ 12 A) siguiendo
la ruta probable Tyr83—Cys84—Cu. Por otro lado, el sitio conocido como el sitio
hidrofébico se encuentra justamente sobre el sitio activo de cobre de la proteina
cerca de la His87, unida directamente al cobre. Este sitio comprende entre otros
los aminoé&cidos alifaticos Giy10, Leu12, Gly89 y AlaS0. El sitio hidrofobico es el
preferido en el caso de oxidantes como [Fe(CN)s/> donde la transferencia de
electrones ocurre a menor distancia ~ 6 A,_por lo que la reaccion en este sitio se
realiza a mayor velocidad con respecto al sitioc hidrofilico (figura 5.31). La
propuesta de que diferentes sitios de union a la PCu son utilizados por los
oxidantes dependiendo de la carga de estos ha quedado establecida por medio de
estudios de espectroscopia de RMN de alta resolucién. Se investigd el efecto de
los compuestos inactivos redox [Cr(CN)s]>, [Cr(fen)s]* y [Cr(NH3)s]** en el
espectro de RMN de PCu(l).” ® Los compuestos paramagnéticos de Cr(lll)
inducen un efecto de ensanchamiento local y cambios en el desplazamiento
quimico de las sefiales indicando los sitios preferenciales de asociacién. Estos
experimentos han dado evidencia de que la asociacién del compuesto [Cr(CN)e]*
ocurre cerca de la His87 no observandose efectos en los residuos aromaticos a
excepcion del protdn § de la His87, mientras que [Cr(fen)s]> y [Cr(NHa)s]>* se unen
cerca de la Tyr83, afectandose de manera apreciable la regién correspondiente a
los residuos aromaticos.

De los resultados cinéticos se observd una influencia importante al utilizar

A
como medio de reaccidén DMSO/H.0 (25%), una aceleraciéon de la reaccion con
respecto al medio acuoso, por lo que existe la posibilidad de que el sitio de unién

del oxidante sea diferente dependiendo del medio de reaccién utilizado.
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Figura 5.31. Estructura de Ila PCu que muestra los dos sitios preferentes de
unién. El sitio norte donde los residuos hidrofébicos se muestran en i yel

sitio este donde los residuos aromaticos y aniénicos se muestran en .

Para observar la influencia del medio de reaccién en la proteina se obtuvo
el espectro de RMN proténica en presencia de 25% de DMSO-dg; en el espectro
de RMN 'H se observa que los residuos alifaticos mas afectados, es decir
presentan cambio en el desplazamiento y/o la forma de la sefal, son LeuB3,
Val93, Met92, Gly34 y Gly49 los cuales en su mayorla a excepcion de Gly49 se
encuentran cerca o en el sitio hidrofébico (tabla 5.19).

Tabla §.19. Desplazamientos quimicos de las sefales dependiendo del
medio de reaccion.

~Aminoacido D20 "DMSO-de/D;0 (25%)
Leut3 1.491 .51
Valo3 0.915 0.929
Meto2 0.609 0.619
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En la region de los protones aromaticos se observa un cambio mas radical
en el espectro como se observa en la figura 5.30. Las sefales que presentan el
mayor cambio son las que se encuentran en el intervalo de 7.3 a 6.9 ppm y que
corresponden a la mayoria de las sefales para los protones aromaticos de los
residuos aromaticos (Phe35, Phed1, Phe14, Phe29, Phe19, Tyr70, Phe82 y HisB?
entre otros) a excepcion de los protones 8 de His37 y His87 que aparecen en la
region de 7.7 a 7.6, los protones & de los residuos Tyr70, Tyr80, Phe82 y Tyr83 se
encuentran en el intervalo de 6.8 a 6.5 ppm. Por lo anterior es dificil definir a que
residuo aminoacido corresponde cada sefial vy concluir sobre que sitio se ve mas
influenciado por la presencia del DMSO.

Cabe resaltar que los protones § de las histidinas asi como los protones
correspondientes a la Tyr83 en desplazamientos de 6.649 (proton &) y 6.535 ppm

(proton 8) no se ven afectados en gran medida por |a presencia de DMSO.

De la figura 5.30 se observa que el espectro en D0 y en DMSO-de/D,0
(25%) son casi idénticos, por lo que se puede conciuir que la proteina no se
desnaturaliza ni pierde su estructura terciaria en presencia de DMSO. Sin
embargo, se observa una interaccion importante del DMSO con algunos residuos
superficiales, como con residuos aromaticos y los protones acidos de NH.

Debido a que las sefiales correspondientes a varios residuos aminoacidos
‘superficiales de la proteina se desplazan en presencia de DMSO se demuestra
que las interacciones electrostaticas varian con respecto al medio acuoso.

Para evidenciar el sitio de unién de los oxidantes [Fe(2gb)s]** y [Co(fen)s)™,
ef cual a través de los resultados cinéticos, se observod que es el mismo que para
los compuestos inhibidores tanto de Co(lll) como de Cr(lll), se obtuvo un espectro
de RMN proténica de PCu(l) de espinaca en DMSO-ds/D,0 (25%) en presencia de
20% ec}uivalente mol de [Crg(u-OH)(2gb)4]4* (figura 5.32).
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En este espectro se observan cambios radicales tanto en su parte alifatica
como en la aromatica, se observa claramente un ensanchamiento de todas las
sefales en el espectro debido a la presencia del compuesto paramagnético de
Cr(lll). El ensanchamiento de la serfial depende del inverso de la distancia (d®) del
residuo aminoacido al centro paramagnético, por lo que las sefiales mas afectadas
son las mas cercanas al compuesto de Cr(ll1).

Figura 5.32. Espectro dé RMN "H de PCu(l) de espinaca entre 5y 10
ppm a 500 MHz en D.0O, pH= 7.0 (fosfatos). Espectro superior PCu(l) en
DMSO-de/D;0 (25%); espectro inferior PCu(l) en DMSO-de/D,0 (25%) con 20%
equivalente mol de [Crau-OH)»(2gb)J*".

En el espectro se observan cambios en la region alifatica en especial la
senal que corresponde al residuo Met92 (A8 = 0.05 ppm) asi como la de Val93 (AS
= 0.05 ppm) y las seflales que se encuentran entre 1.39 y 1.54 ppm que
corresponden a los residuos de alaninas: Ala52 y Alab3 asi como leucinas e
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isocleucinas; también se encuentran afectadas las sefales correspondientes a las
glicinas: Gly8, Gly7, Gly8, Gly10, Gly34, Gly49, Gly78 y Gly89 en la region de 3.35
a 4.2 ppm. De aqui se observan afectados residuos en ambos sitioé de union de la
proteina Ala52 y Ala53 cercanos al sitio hidrofilico asi como Met92, Val93, Gly10 y
GlyB89 que pertenecen al sitio hidrofébico.

En la parte aromatica de! espectro de RMN 'H (figura 5.32) se observan
cambios importantes en el intervalo de 58 a 7.3 ppm, es decir los residuos
aromaticos se ven afectados de manera muy importante. Es de notarse que los
protones correspondientes al residuo Tyr83 en desplazamientos de 6.53 y 6.65
ppm se encuentran muy afectados asi como las senales correspondientes a
Phe82 en 6.2 y 5.9 ppm. Sin embargo, la sefial del protdn perteneciente a His87
en 7.66 ppm no se ve afectada de manera tan marcada.

De todos los resultados anteriores es dificil concluir cual es el sitio de unidon
del compuesto [Cra(u-OH)2(2gb)a]** el cual seria el mismo que los oxidantes
utilizados para la reaccion de la plastocianina en DMSO/H,0 (25%). Los residuos
que se ven afectados en primer lugar por la presencia de DMSO asi como al
adicionar [Cra(nu-OH)2(2gb)4]** se encuentran dispersos en toda la proteina. Con la
adicién de 20% equivalente mol de [Cra(u-OH)x(2gb)s)** se observa un
ensanchamiento general del espectro. El grado de ensanchamiento de ias sefales
depende de la fuerza con que se une el ion paramagnético asi como de la
distancia entre el proton relajado y el ion paramagnético. En el caso de!
compussto [Cra(u-OH)2(2gb)4]** Ia constante de asociacion a la proteina es grande

por lo que el ensanchamiento de todas las sefiales es muy marcado.
Se observa de manera importante afectado el sitio este cerca de la Tyr83 y

Phe82, por lo que posiblemente el sitio de unién de los compuestos de

coordinacién siga siendo el favorecido por la interaccion electrostatica.
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5. Andlisis de Resultados

Del experimento de RMN se puede concluir por tanto que el compuesto
" [Cra(u-OH)2(2gb)a]** puede unirse a la proteina por varios sitios en especial se ve
afectado el sitio hidrofilico formado por los residuos acidos 42-45 y 59-61 ya que
se ven afectados de manera importante los residuos Tyr83, Val93 y Phe82. De la
misma forma se une al sitio hidrofébico ya que los residuos de Met92 y Gly10
presentan un ensanchamiento. Ademas se-pueden observar otros sitios como en
el caso del compuesto [Cr(NH3)s]** que se propone que se puede unir al residuo
Asp51 ya que en el estudio de RMN se observan afectados los residuos
correspondientes a Ala52 y Ala53 como ocurre también en nuestro caso. 82

El compuesto [Cra{p-OH)2(2gb)4]** debido a su carga positiva asi como a su
caracter hidrofébico interactia con la proteina por ambos sitios lo que puede
explicar el bloqueo total de la transferencia electrénica en la presencia de los

compuestos de coordinacion de |os ligantes bencimidazélicos de Co(lll) y Cr(lil).

Finalmente es necesario mencionar que en la presencia del DMSO y del

compuesto de Cr(lil) la proteina se desnaturaliza después de un tiempo.
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5.6 Estudios cinéticos de reacciones de transferencia electronica
en ferredoxina (Fd).

5.6.1. Influencia del medio de reaccion.

Se ha propuesto como mecanismo de reaccion para las reacciones de
transferencia electronica en Fd con oxidantes inorganicos catidnicos el mecanismo
de cinética limitante;*'® el mismo Que se presenta para las reacciones de
transferencia de electrones entre Ia PCu y los oxidantes inorganicos utilizados.

La ley de rapidez es por lo tanto la expresada en la ecuacién 5.4,

_ ke Kloxidante]
1+ K[oxidante]

5.4

obs

Por lo que una gréafica de (kevs)" en funcion de [oxidante]" da una linea
recta de pendiente 7/kreK y ordenada al origen 1/kre.

Para los estudios cinéticos de transferencﬁa de electrones utilizando a la Fd
se utilizo nuevamente como medio de reaccion DMSO/H,0 (25%) fijando el pH en
8.0 por medio de una solucién amortiguadora Tris/HCI y con fuerza iénica de 0.03
M (NaCl). Se evalué la influencia del medio de reaccion en la transferencia
electronica. Este estudio se llevd a cabo en la reaccién de transferencia
electronica entre la ferredoxina reducida ([Fe,S.]") de espinaca y el compuesto
[Co(en)s]*. % La reaccion se llevod a cabo tanto en medio acuoso (Tris/HC]
pH=8.0, 1=0.03 M (NaCl) y T=25°C) como en una solucién DMSO/H,0 (25%)
(Tris/HCI pH=8.0, |=0.03 M (NaCl)) y se encontré que en ambos casos se obedece
el mecanismo de reaccidn de cinética limitante informado en la literatura para las
reacciones de transferencia electrénica entre oxidantes y metaloprotel'nas que
corresponde a la ecuacion 5.4 (figura 5.33).
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Figura 5.33. Reaccién de oxidacién de [Fe:S;J" por [Cofen)s]**.® Medio

acuoso Tris/HCI pH=8.0,1=0.03 M (NaCl); T=25°C y Bl Medio de reaccién
DMSO/H,0 (25%) Tris/HCI pH= 8.0,1=0.03 M (NaCl); T=25°C

Se habian informado para la reaccidon de oxidacion de [Fe;S2]" extraida de
perejil por‘ [Co(en)s]** los valores de K = 597 M y ke = 2.7 s en medio acuoso,
Tris/HC! pH= 8.0, | = 0.1 M (NaCl) a 25°C.% Los resultados obtenidos en medio
. acuoso bajo nuestras condiciones éxperiméntales de menor fuerza idnica
son K=1483+59 M"y kre = 1.9+ 0.08 s, Se ha informado que las constantes
de rapidez de reaccién para la reaccidn de transferencia electrénica en Fd
dependen de la fuerza idnica;® por lo que los resultados obtenidos se encuentran
en concordancia con lo expuesto ya que la constante de asociacion K aurhenta de
manera muy marcada al disminuir la fuerza ibnica como era de esperarse y por el
contrario la transferencia electrénica intra-aducto no se afecta.

Al comparar los resultados obtenidos en medio acuoso con respecto a la
| mezcla DMSO/H,0 (25%) bajo las mismas condiciones de pH, sustancia
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amortiguadora, temperatura y fuerza idnica los valores de K= 1483 M y
kre = 1.9 s para el medio acuoso y de K = 1069 + 117 M y kre = 21 + 2 s para
la mezcla DMSO/H20 son notablemente diferentes. Se observa una disminucion
del valor de la constante de asociacién K en la' mezcla DMSO/H,O de un 28% con
respecto al medio acuoso, pero el cambio no es tan.considerable como en el caso
de PCu. La presencia del DMSO cambia la constante dieléctrica del medio y dado
que el aducto se estabiliza mediante interacciones electrostaticas es de esperarse
un cambio importante en la constante de asociacion. En cuanto al valor de la kre
en la mezcla DMSO/H,0 la constante k7= es 11 veces mayor que aquélla medida
en medio acuoso. Conociendo que la transferencia electrénica es el paso limitante
de la reaccion se observa que la presencia del DMSO acelera |a reaccion al igual
que lo observado para el caso de la PCu.

En el caso de la Fd no se tiene hasta el momento evidencia de mas de un
sitio de union de los oxidantes a la proteina (figura 5.34), sin importar su
naturaleza catiénica neutra o aniénica, ™ por lo que la aceleracion de la reaccion
no puede explicarse debido a un cambio de sitio de unién al cambiar el medio
como en el caso de |la PCu. |

Figura 5.34. Estructura Fd de A. Variabilis, mostrando el tinico sitio de
unién Tyr82, Tyr25 y los residuos aniénicos Asp22, Asp23 y Aspb62,
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Lo que hasta el momento no ha quedado establecido es la ruta por la que
se transfieren los electrones, una de las rutas mas probables obtenida por medio
de calculos tedricos es la que se esquematiza en la figura 5.35.2

Figura 5.35 Posible ruta de la transferencia electronica para Ia
oxidacién de [Fe,S;J' cuando el oxidante se une a la proteina en el sitio
cercano a los residuos Tyr82 y Tyr25.

Para que la transferencia electrénica Ocurra se supone en primer lugar que
la Tyr82 y la Tyr25 se encuentran lo suficientemente cercanas para que se de el
proceso. Posteriormente, el electrén por medio de enlaces de hidrégeno y saltos a
través del espacio en una distancia de 3.49 A se transfiere del anillo aromatico de
la Tyr25 al grupo carbonilo de la Cys79 unida al centro metalico, enseguida se da
una transferencia a través de 4 enlaces a una distancia de 9.35 A para llegar at
azufre de la Cys79. Por Ultimo, ocurre una transferencia electronica rapida a traves
del atomo de Feg al atomo de Fea. Por lo que posiblemente la aceleracién de la
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reaccion en la presencia de DMSQO ocurre a! favorecerse esta transferencia

electrénica intramolecular.

Adicionalmente estudiamos el efecto de la temperatura en la reaccion de
oxidacion de [Fe;S;]" de espinaca con [Co(en)s®** en ambos medios. Los

resultados se presentan en la tabla 5.20 y la figura 5.36.

Tabla 5.20 Efecto de ia temperatura en las constantes de rapidez de
reaccion de segundo orden en los diferentes medios de reaccién para la reaccién
de oxidacion de [Fe;S,]* con [Co(en)s]’, 1= 0.03 M (NaCl), pH= 8.0 Tris/HCI.

Temperatura H.O DMSO/H20 (25%)
°C Kexp. M 57! Kexp. M 571
20.1 993.8 1.06 x 10°
21.8 1083 1.13 x 10*
22.6 1200 1.21 x 10*
25 1483.3 | 1.33x10*

27.5 17958 - 15x10*

De los resultados se observé que los parametros .cinéticos cambian
dependiendo del medio de reaccion. La reaccion se ve energéticamente
favorecida al utilizar la mezcla DMSO/H0 (25%) ya que el valor de entalpia de
activacion es 31.57 + 1.8 kJ/mol, mientras que el obtenido para la misma
reaccion en solucién acuocsa es de 58.4 + 3.2 kJ/mol. Los valores de AS® son
radicalmente diferentes en agua AS® = 11.6 + 0.6 J/mol K mientras que en el
medio de reaccion DMSO/H,0 AS® = —60.02 + 2.7 J/mol K: se observa al igual que
en el caso-de la PCu que la entropia de activacion es negativa en DMSO/H,0 lo
que indica un cambio importante en la fuerza de asociacion al cambiar el medio.
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3. Anilisis de Resultados

De los datos informados en |a literatura se observa que al disminuir la carga
del oxidante la entalpia de activacion disminuye y por otro lado la entropia de
activacion se vuelve negativa. Lo que demuestra la importancia de las
interacciones electrostaticas.?®

AHgct = 31.6 1 1.8'kJ/mol

404 ASect = -60.02 £ 2.7 J/mol K
P = -60.02
l——_.______'_-L“.
’ T _
3.5
DMSO/H 20
304
S
5251 )
=4 AHact = 58 4 1 3.2 kJ/mol
2.0 -
ASact = 11,6 + 0.6 J/mol K
] E—— )
\e______
- a_-‘-'"“‘—-.___e 2
Tm——
10 T T T T T v L
0.00333 0.00336 0.00339 0.00342
1T, K1

Figura 5.36. Efecto de la temperatura en la reaccién de oxidacién de [Fe:Sy]"
con [Co(en)s]P*; Tris/HCI-(20 mM) pH 8.0, I = 0.03 M (NaCl). « medio acuoso y
m DMSO/H;0 (25%); donde kexp €s la constante experimental de segundo
orden.

Mediante la relacion isocinética, es decir una gréfica de AH* ante AS*, se
puede proponer un mecanismo similar para la serie de compuestos estudiados. En

la figura 5.37 se muestra Ia relacion isocinética de los resultados de este trabajo
comparados con los publicados por Sykes. %
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Se observa la misma tendencia que para las reacciones de transferencia
con la PCu, a mayor carga del oxidante la entalpia y la entropia de activacion son

mayores.

80 4

60 A/

o ICoNH )
/ [Co(en)

AHact K J/mol
g
=3
i
-3

&,/ v v [Co(NHa)s(:I]?‘
/ © [Co(NH).C.O,J
2o 2
/ ¥ [Co(en)3]3‘ DMSOIH20
. o {Co(edta)}
0 T T T v T T T T T T 1
100 - -50 0 50 100 150

ASeet Jimol K

Figura' $.37. Grifica de AH” vs AS™ para las reacciones de transferencia

electrénica entre [Fe,S,I" y diferentes oxidantes. Los valores para [Cofen)s;]**

4 en medio acuoso y » DMSO/H;0 se obtuvieron en este trabajo.

5.6.2 Reacciones de transferencia electronica entre Fd y compuestos
de coordinacion de derivados bencimidazélicos.

Las ferredoxinas transfieren solamente un electron durante su ciclo redox y
poseen potenciales muy bajos aproximadamente —420 mV. Este potencial tan bajo
impone restricciones en el tipo reactivos redox que se pueden utilizar en estudios
cinéticos. Existe una gran limitacién en la eleccién de agentes reductores,
unicamente se han realizado estudios con ditionito S,0.%, indicando la
participacion del radical SOz"% y con el radical catiénico de metilviolégeno
generado electroquicamente. '
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La mayoria de los oxidantes comunes utilizados en quimica poseen
potenciales relativamente elevados y por tanto las reacciones con Fd reducida son
extremadamente répidas para estudiarse por técnicas de flujo.
| Particularmente en las reacciones de oxidacion de [Fe,S,]* se han utilizado
complejos de Co(lll} con ligantes donadores de nitrégeno que presentan bajos
potenciales de reduccién permitiendo ser estudiados cinéticamente por técnicas
de flujo.

Los compuestos de coordinacion que se han utilizado como reactivos redox
en las reacciones con Fd son en su gran mayoria compuestos inertes a la
sustitucion. Entre los compuestos utilizados hasta el momento se encuentran
[Co(en)s]”",  [Co(NHa)e**, [Co(NH3)sCI[*, [CO(NH3)sC204]",  [Co(C204)3]7,
[Co(acac)s], [(NH3)sCo(NH2)Co(NHs)s**, [Cr(fen)s]** y [Co(edta)]”. ' 1527

En el desarrollo del proyecto se sintetizaron compuestos de coordinacion
de los derivados bencimidazdlicos de los iones metalicos Co(!lI) Cr(lihy y Fe(lll) con
el fin de ensayarse como oxidantes de la [Fe;S,]* de espinaca.

Los compuestos de cobalto(ll) [Co(2gb)3]CI{NO3), (Co-3),
[Co(2gb)s)(CCIsCO0); (Co-4), [Co(2gb)s]Cl; (Co-5) y [Co(2amb)3]Cl; (Co-7)
estables en disolucidn resultaron ser activos redox frente a [FeaSa)".

Las reacciones de oxidacion de [Fe»S;)* con Co-3 y Co-7 muestran
cinéticas limitantes. Los resultados se presentan en las figuras 5.38 y 5.39 se
muestra que en ambos casos obedecen la ley de rapidez expresada en la
ecuacion 5.4. Para el compuesto Co-3 se obtuvieron las constantes de rapidez K=
759+ 144 M' y ke =287+565" mientras que para Co-7 K= 654 +57
My kre = 53.8 + 3.5 5. En ambos casos se observan constantes de asociacion
en el orden de las informadas para compuestos con carga 3+ en medio acuoso y
fuerza idnica 0.1 M. Las constantes de rapidez para la transferencia electronica
son mayores a las informadas hasta el momento para compuestos con carga 3+,

las cuales se encuentran en el intervalo de 2.7 a20 s, %
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Figura 5.38. Reaccién de oxidacién de [Fe:Sz]+ de espinaca por Co-3.

DMSO/H:0 (25%), Tris/HCI pH= 8.0, I= 0.03 M (NaCl), T= 25°C.
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Figura 5.39. Reaccién de oxidacién de [Fe:S:]+ de espinaca por Co-7.
DMSO/H,0 (25%), Tris/HCI pH= 8.0, I= 0.03 M (NaCl), T= 25°C.
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Se llevd a cabo el estudio a diferentes temperaturas en las reacciones de
oxidacion de la ferredoxina con los compuestos behcimidazc’:ficos de cobalto(IH).
Para este estudio se utilizaron condiciones de pseudo-primer orden y ademas
concentraciones bajas de oxidante para simplificar la ley de rapidez dfFe,SyJ"/dt
= k [Fe:SaJ'[oxidante] y utilizar las constantes . de rapidez de segundo
orden. Los resultados se muestran en la tabla 5.21.

Tabla 5.21. Efecto de la temperatura en las 6onstantes de rapidez de
reaccion de segundo orden en la oxidacion de [Fe2S2]" por Co-3y Co-7, 1= 0.03 M
(NaCl), pH = 8.0 Tris/HCI, DMSO/H.0 (25%).

Temperatura Co-3 Temperatura Co-7
°C 10 Kexp, M 57 o °C 107 Keyp, M 571
21.0 19.4 212 228
235 23.9 225 26.8
25.0 28.3 25 293
276 31.2 266 39.6
29.7 37.6 28.9 51.3

De este estudio utilizando la ecuacién de Eyring y de una gréfica de
In(kexp/T) €N funcién de T se obtuvieron los parametros cinéticos AH* y AS*
los cudles se presentan en la tabla 5.22.

Tabla 5.22. Constantes de segundo orden k = K *Kre y parametros de
activacion para la reacciones de oxidacién de [Fe2S;]" de espinaca con los
oxidantes de cobalto(lIl), DMSQ/H,0 (25%), pH=8.0, I=0.03 M, T = 25°C.

Oxidante K AH? AS*
M's? kd/mol Jimol K
[Co(en)s* 227 x 107 31.57 -60.0
[Co(2gb)s]** 2.18 x 10* 52.03 14.33

[Co(amb)s]** 3.5x10° . 73.93 89.6
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Al comparar los resultados anteriores con los presentados en la
relacién isocinética de la figura 5.37 se observa que los parametros AH* y AS®
tanto para Co-3 como para Co-7 corresponden a {0 esperado para compuestos
catidnicos con carga 3+, los cuales presentan un mecanismo de cinética limitante

con un paso de asociacion anterior a la transferencia electrénica.

Los compuestos de Fe(lll) estables en disolucion [Fe{2gb)s](NO3)s (Fe-1) y
[Fe(ntb)CI2]CI (Fe-2), también fueron activos redox frente a [Fe,S;]" de espinaca en
las condiciones de DMSO/H20 (25%), Tris/HCI (20 mM) pH=8.0, 1=0.03 M (NaCl) y
en el intervalo de temperaturas de 20 a 30 °C.

En la reaccidén de oxidacion de [FezS2]" con los compuestos de Fe(lll)
bencimidazolicos Fe-1 y Fe-2 en ambos casos se observa como se esperaba para
compuestos catidnicos un mecanismo de cinética limitante como se muestra en
las figuras 5.40 y 5.41 para Fe-1 y Fe-2 respectivamente.

0.050 ~ .
K =218 £ 105 M- ,/
-
0.045 k. =212.3 + 1496 5! 7
TE /_/’
0.040 -] /,/"J'
m—m 7 W y=paeBeX
a2 /'/ Parametro Valor Error
" 0.035 - /-‘-
A ] e A 000471 0.00332
» B 2.16409E-5 2.17917E-6
00304 o
L R DS
0.025 - 0.98513 0.00154
) v 1 ' T ¥ T ' T ¥ 1
1200 1400 1600 1800 2000 2200

1/[Fe(2gb), ]+, M-

Figura 5.40. Reaccién de oxidacion de [Fe,S,]" de espinaca por Fe-1.
DMSO/H,0 (25%), Tris/HCI pH= 8.0, I= 0.03 M (NaCl), T= 21.5°C.
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Figura 5.41. Reaccion de oxidacion de [Fe,S;]" de espinaca por Fe-2,
DMSO/H,0 (25%), Tris/HCI pH= 8.0, I= 0.03 M (NaCl), T= 20.2°C.

En el caso de la Fd si se observd asociacion de los oxidantes de
Fe(lll) a la proteina anterior a la transferencia electronica a diferencia de lo
Observado para PCu donde esta asociacion no es observable. Aunque las
constantes de asociacion obtenidas para Fe-1 K = 218 + 105 M" y para Fe-2 K=
133.3 M son pequenias en comparacion con los valores informados en H,0, para
compuestos con carga 3+ como por ejemplo para Co-3, Co-7 y [Co(en)s]** las
constantes de asociacion obtenidas son: 759.08, 654 y 1068 M” respectivamente,
es decir nuevamente al igual que en el caso de PCu la asociacion presentada por
los compuestos de Fe(lll) es pequefa. Las constantes de rapidez y asociacion
obtenidas para los compuestos de Fe(lll) muestran un gran error debido a la
asociacion tan pequena, pero no fue posible realizar determinaciones a
concentracion de oxidante mayor para corroborar el mecanismo. Por el contrario
'la ‘transferencia electronica, paso limitante de la reaccidn, ocurre mas
rapidamente, las constantes de rapidez que se presentan son del orden de 2 x
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10% s”', mucho mayores a las informadas en la literatura que se encuentran en el
intervalode 2.7 a20s". & |

De lo anterior se puede concluir que Ié reaccién de oxidacion de [FepS,)*
por los compuestos de Fe(lll} ocurre a grandes rapideces teniéndose constantes
de segundo orden Kkrg para Fe-1 de 4.6 x 10° M s a 21.5 °C mientras que para
Fe-2 de 3.3x 10* M s a 20.2 °C estos son valores mayores que los obtenidos
para los compuestos de cobalto(ill) a 25°C tabla 5.22.

Se estudio el efecto de la temperatura en la rapidez de reaccién para
los compuestos de Fe(ill}) como oxidantes en la reaccion de [Fe;S,]* de espinaca
en DMSO/H0 (25%), pH = 8.0 Tris/HCI, 1 = 0.03 M (NaCl) utilizando
concentracion de oxidante baja para simplificar |a ley de rapidez a una cinética de

segundo orden. Los resultados se presentan en la figura 5.42.
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Figura 5.42. Efecto de la temperatura en la reaccién de oxidacién de
[Fe:Sz]" con los compuestos Fe-1 y Fe-2. Condiciones DMSO/H,0 (25%), pH=
8.0 Tris/HCI (20mM), | = 0.03 M (NaCl). Gréfica izquierda Fe-1 y gréfica
derecha Fe-2,
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5. Andlisis de Resuliados

De los resultados se observa que el valor de AH* es notablemente

mayor para el caso de Fe-2, es decir al igual que en el caso de PCu la reaccién

con el compuesto que posee ntb como ligante se encuentra energéticamente

menos favorecida que la reaccion con Fe-1 que posee tres 2gb como ligantes.

Al realizar la re

lacion isocinética (figura 5.43) de los resultados obtenidos al

utilizar los compuestos de cobalto(lll) y hierro(lil) con ligantes bencimidazdlicos,

Co-3 (2gb), Co-7 (2amb), Fe-1 (2gb) y Fe-2 (ntb), se observa que posiblemente el

mecanismo de reacci

on es el mismo en todos los casos. Es de resaltarse que

ambos compuestos con el ligante 2gb, Co-3 y Fe-1, poseen parametros cinéticos

practicamente idénticos, es decir la energética de la reaccion es la misma. Las

reacciones con Co-7 y Fe-2 se encuentran energeticamente menos favorecidas.

100 -
7
~
80 - /"
£ ol ,f-'/”}
3 o T Co-3
%— /’ . o Co-7
A 3+
404 [Colen) 3']
/ v Fe1
h / x Fe-2
20
) 1 ¥ | - 1
-50 0 50 100 150
ASt Jimol K

Figura 5.43. Relacién isocinética para las reacciones de oxidacion de
[Fe:Sz]" de espinaca, DMSO/H,0 (25%), pH= 8.0 Tris/HCI, I= 0.03 M (NaCl).

Se llevaron a cabo reacciones de oxidacién de [Fe:S;]" de espinaca

en DMSO/H,0 (25%)

, pH= 8.0 Tris/HCI, 1= 0.03 M (NaCl) con los compuestos
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5. Anilisis de Resultados

bencimidazélicos de Cr(lli), los compuestos Cr-1 [Cr(2gb)s]CI[ZnCls), Cr-2
(Cr(2gb)s]Cla y Cr-7 [Cr(2pb),Cl;]CI resultaron ser oxidantes de [FezS,)" de
espinaca en las condiciones de reaccion DMSO/H20 (25%), pH= 8.0 Tris/HCI, I=
0.03 M (NaCl). Anteriormente ya se habia informado de reacciones de la Fd
con compuestos de Cr(lll), especialmente el caso de [Cr{fen)s]** como oxidante
(-260 mV). Se informé que el mecanismo que obedece la reaccién de Fd de
espinaca es el de cinética limitante con fas constantes correspondientes K =
733M" y kre =16.5s" a 25 °C, pH= 8.0 (Tris/HCI) y 1 = 0.1 M (NaCI). &

En el desarrollo del proyecto se observé que los compuestos son activos
redox frente a [Fe;S,]" en las condiciones de reaccion utilizadas pero la rapidez de
reaccion es muy alta y no fue posible llevar a cabo el estudio cinético completo al
tener problemas en las mediciones.

‘Se pudieron obtener constantes experimentales aproximadas de segundo
orden al trabajar en concentraciones bajas del oxidante aproxrmadamente
5x 10" M. Los resultados se muestran en ia tabla 5.23.

Tabla 5.23. Constantes experimentales de segundo orden  (Kexp).
DMSO/H20 (25%), pH = =8.0 (Tris/HCI), I=0.03 M (NaCl), T = 25°C.

Compuesto Kexp, M'sT
" Cr-1 ~3 x 10*
Cr2 ~3x 10*

Cr-7 ~7 x10*
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-G, Conclusiones

6.

Conclusiones

Se sintetizaron y caracterizaron nuevos compuestos de coordinacion con los
iones metalicos Co(lil), Cr(ll) y Fe(ll}} utilizando los ligantes bencimidazélicos
2gb, bbimpy, ntb, 4tb,2pb y 2amb, para utilizarse como oxidantes o inhibidores
en las reacciones de transferencia electronica en las metaloproteinas.

Los ligantes bencimidazodlicos 2gb, bbimpy, ntb, 4tb,2pb y 2amb se coordinan
en todos los casos por medio del nitrégeno imidazoélico y en forma de quelato.

El mecanismo de la transferencia electronica entre PCu 0 Fd y los compuestos
redox inorganicos no cambia al variar el medio de reaccién a DMSO/H,0
sugiriendo la formacién de un compuesto precursor anterior a la transferencia

electronica.

La presencia en el medio de reaccién de DMSO favorece notablemente la
transferencia electronica intramolecuiar como o indican las constantes de

rapidez de la transferencia electronica.

Los compuestos de Fe(lll) de ligantes bencimidazolicos son oxidantes de la
PCu(l) en las condiciones de trabajo y observandose un mecanismo simple de

segundo orden.

Los compuestos de Co(lll) y Cr(lll) de ligantes bencimidazélicos son
_inhibidores de la oxidacion de PCu(l) por [Co(fen)s]** al unirse estos a la
proteina bloqueando su actividad.

Los compuestos de Co(ill), Cr(lll) y Fe(lli) de ligantes bencimidazélicos son
oxidantes de [FesS,]", observandose que siguen el mecanismo propuesto

anteriormente.

La PCu(l) no se desnaturaliza en presencia de DMSO (25%), como lo indica su
espectro de RMN.
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! Resumen de la determinacién estructural del compuesto [Co(2gb);]CI(NO;);
Datos cristalograficos

Formula empirica

Color, ambiente
Tamaiio del cristal
Montaje

Sistema Cristalino
Grupo espacial
Dimensiones de la celda

Cra H2a Cl Co Ny7 O

Prisma rojo

0.38 x 0.32 x 0.26 mm?

Cristal montado en perfluoropolieteroil

Triclinico

P1

a=0.1432(1) b=126658(1) c=14.2365(2) A

a=80300(1) pA=78413(1)

y=T74237(1)°

Volumen 1542.95 (3) A3
Z 2 ,
Peso formula 762,02
Densidad (calc.) 1.640 g.cm?
Coeficiente de absorcion 0.718 mm*
F(000) 784
Recoleccion de datos
Difractémetro Siemens SMART-CD
C:olectado en Miinchen, Prof. Heinrich Noth
Radiacién Mo-K, (1=0.71073 A)
Alto voltaje y corriente de tubo 50KV, 30 mA
Temperatura 173K
Monocromador Cristal de grafito altamente orientado
Intervalo 26 3-58°
Tipo de barrido Hemisferio
Vt:alocidad de barrido Velocidad variable
Intervalo 10sh<11,-15<k <1517 <117
Reflexiones colecladas 8982
Réﬂexiones independientes @ 4843 (R = 1.65 %)
Rgﬂexiones con Fo > 4 ofFo) 4214
</o()> 16.51
Ct?rreccién de absorcién SADABS
Factores de transmision min =0.7719, max = 0.8352

Refinamie?to y resolucién

Si$tema utilizado
Es}adisticas de Wilson
Resolucion

I .y
Eslquema de ponderacion

Pa:rémetros refinados
Indices R finales(/ > 2 o(/)) ©

Indices R finales {todos los datos)

SHELXTL 5.03y SHELX97-2
<|E2-1>=0915

Métodos directos y mapas de Fourier
w={a? (Fe?) + (0.0572 P)? + 2,13 A} donde
P=(max [F20]+2F2) /3

461 :

Ri=4.03%, wR2=10.67 %

Ri=480%, wRy=1124%

(a)

de simelria es promediado. Para S, m es el nUmero de reflexiones observadas y n es el numero de

]

Rl <2

fr:.l Z F:

LR ZIEE

217

m—n

T{rd)

WR, "-'JZW(F": —F‘z)z S = JZW(F‘,: —F:_;)I

Para Rin, ambas sumatorias involucran todas las reflexiones para las cuales mas de un equivalenie

parametlros refinados.

|
|
i
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Distancias de enlace [Co{2gb)s]CI{NO3)z (A)

Co(1)-N(23)

1.925(2)

Co(1)-N(32) 1.914(3)

Co(1)-N(52) 1.928(3) Co(1)-N(12) 1.929(2)
Co(1)-N(43) 1.933(2) Co(1)-N(3) 1.948(2)
:41(1)-0(2) 1.344(3) N(1)-C(8) 1.387(4)
C(2-NE) 1.324(4) C(2)}-N(10) 1.366(3)
N(3)-C(9) 1.409(3) C(4)-C(9) 1.387(4)
G(4)-C(5) 1.304(4) C(5)-C(6) 1.398(5)
C(6)-C(7) 1.381(5) C(7)-C(8) 1.395(4)
C(8)-C(9) 1.403(4) N(10)-C{11) 1.379(4)
C(11)-N(12) 1.293(4) C(11)-N{13) 1.347(3)
N(21)-C(22) 1.363(3) N(21)-C(28) 1.375(4)
C(22)-N(23) 1.334(4) C(22)-N(30) 1.352(4)
N(23)-C(29) 1.416(4) C(24)-C(29) 1.387(5)
C{24)-C(25) 1.304(4) C(25)-C(26) 1.392(5)
C(26)-C(27) 1.377(5) C(27)-C(28) 1.395(4)
C(28)-C(29) *1.396(4) N(30)-C(31) 1.357(3)
C(31)-N(32) \1.311(4) C(31)-N(33) 1.358(4)
Nl(41)-C(42) 1.353(3) N(41)-C(48) 1.384(4)
C(42)-N(43) 1.320(4) C(42)-N(50) 1.368(4)
N(43)-C(49) 1.413(4) C(44)-C(45) 1.379(4)
C(44)-C(49) 1.385(5) C(45)-C(46) 1.397(5)
C(46)-C(47) 1.375(5) C(47)-C(48) 1.386(4)
C(48)-C(49) 1.404(4) " N(50)-C(51) 1.386(4)
C(51)-N(52) 1.289(4) C(51)-N(53) 1.346(4)
N(‘81)-O(82) 1.224(5) N(81)-0(81) 1.224(4)
N(|81)-0(83) 1.243(4)

N(91)-0(91) 1.243(3)

N(91)-0(92) 1.250(4) N(91)-0(93) 1.254(4)
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Angulos de enlace [Co(2gb)a]CI(NOA)2 €

N(32)-Co(1)-N{23)
N(23)-Co(1)-N(52)
N(23)-Co(1)-N(12)
N(32)-Co(1)-N(43)
N(52)-Co(1)-N(43)
N(32)-Co(1)-N(3)
N(52)-Cal(1)-N(3)
N(43)-Co{1)-N(3)
C(2)-N(1)-C(8)
N(3)-C(2)-N(10)
C(2}-N(3)-C(9)
C(9)-N(3)-Co(1)
C(4)-C(5)-C(6)
C(6)-C(7)-C(8)
N(1)-C(8)-C(9)
C(4)-C(9)-C(8)
C(8)-C(9)FN(3)
N(12)-C(11)-N(13)
N(13)-C(11)-N(10)
C(22)-N(21)-C(28)
N(23)-C(22)-N(21)
C(22)-N(23)-C(29)
C(29)-N(23)-Co(1)
C(26)-C{25)-C(24)
C(26)-C(27)-C(28)
N(21)-C(28)-C(29)
C(24)-C(29)-C(28)
C(28)-C(29)-N(23)
N(32)-C(31)-N(30)
N(30)-C(31)}-N(33)
C(42)-N(41)-C(48)
N(43)-C(42)-N(50)
C(42)-N(43)-C(49)
C(49)-N(43)-Co(1)
C(44)-C(45)-C(46)

C(46)-C(47)-C(48)

N(41)-C(48)-C(49)

C(44)-C(49)-C(48) -

C(48)-C(49)-N(43)
N(52)-C(51)-N(53)
N(53)-C(51)-N(50)
0(82)-N(81)-0(81)
O(81)-N(81)-0(83)
0(91)-N(81)-0(92)
0(92)-N(91)-0(93)

87.88(10)

93.97(10) -

90.71(9)
95.03(10)
86.69(10)
89.43(10)
88.67(10)
92.01(9)
107.1(2)
125.2(2)
105.4(2)
132.34(18)
121.9(3)
116.5(3)
106.1(2)
120.4(2)

108.1(2)
124.6(3)
114.7(3)
108.4(3)
110.8(3)
106.5(2)
131.5(2)
121.9(4)
117.2(3)
106.6(2)
120.1(3)
107.73)
124.4(3)
115.3(3)
107.0(2)
126.0(3)
106.2(2)
132.0(2)
122.0(4)
116.9(3)
106.8(3)
120.3(3)
107.3(3)
124.8(3)
114.9(2)
118.9(4)
121.8(4)
119.7(3)
120.0(3)

N(32)-Co(1)-N(52)
N(32)-Co{1)-N(12)
N(52)-Co(1)-N(12)
N(23)-Co(1)-N(43)
N{12)-Co(1)-N(43)
N(23)-Co(1)-N(3)
N(12)-Co(1)-N(3).
N(3)-C(2)-N(1)
N(1)-C{2)-N(10)
C{2)}-N(3)-Co(1)
C(9)-C(4)-C(5)
C(7)-C(6)-C(5)
N{1)-C(8)-C(7)
C(7)-C(8)-C(9)
C{4)-C(8)-N(3)
C(2)}N(10)-C(11).
N(12)-C(11)-N(10)
C(11)-N{12)-Co(1)
N(23)-C(22)-N(30)
N(30)-C(22)-N(21)

" C{22)-N(23)-Co(1)

C(29)-C(24)-C(25)
C(27)-C(26)-C(25)
N(21)-C(28)-C(27)
C(27)-C(28)-C(29)
C(24)-C(29)-N(23)

C(22)-N(30)-C(31) -

N(32)-C(31)-N(33)
C(31)-N(32)-Co(1)
N(43)-C(42)-N(41)
N{41)-C(42)-N(50)
C(42)-N(43)-Co(1)
C(45)-C(44)-C(49)
C(47)-C(46)-C(45)

N(41)-C(48)-C(47)

C(47)-C(48)-C(49)
C(44)-C(49)-N(43)
C(42)-N(50)-C(51)
N(52)-C(51)-N(50)
C(51)-N(52)-Co(1)
0(82)-N(81)-0(83)

O(91)-N(91)-0(93)

177.48(9)
90.38(10)
87.88(10)
90.21(9)
174,54(11)
176.64(10)
87.31(9)

113.2(2)
121.7(2)
121.23(18)
117.1(3)
121.5(3)
131.3(3)
122.5(3)
131.5(3)
122.6(2)
120.6(2)
126.6(2)
129.8(2)
119.5(3)
122.07(18)
117.6(3)
121.0(3)
131.2(3)
122.3(3)
132.2(3)
118.6(2)
120.3(3)
125.5(2)
112.6(3)
121.4(3)
121.7(2)
117.4(3)
121.3(3)
131.1(3)
122.2(3)
132.4(3)
119.4(2)
120.3(3)
127.1(2)
119.2(4)

120.2(3)

J
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Resumen de |la determinacion estructural del compuesto [ContbCI)CH{NO3)
Datos cristalograficos

Formula empirica
Color, ambiente

[(Cas H2t N7)Co CIJ CI NO:;) O Ha)as (Ca Hs OH)aa
Prisma regular violeta

Tamaio del cristal 0.60 x 0.20 x 0.15 mm? .

Sistema Cristalino Triclinico

Grupo espacial P1 .

Dimensiones de {a celda a=13418(3) b=14175(3) ¢c=17623(4)A
; a=9151(2) p=9894(2) y=11593(2)°

Volumen 2961. 1(1 1) A3

Z 4

Peso formula 658.18

Densidad (calc.) 1.476 g.cm?

Cdeﬁcienle de absorcién 0.812 mm

F(000) 1355

Recoleccién de datos

Difractémetro Siemens P4/PC

Colectado en USAI, Fac. de Quimica, UNAM

Radiacion Mo-K,, (A =0.71073 A)

Alto voltaje y corriente de tubo - 50 KV, 35 mA

Temperatura - 298K

Monocromador * Cristal de grafito altamente orisntado

Intérvalo 28 - 322-4500°

Tipo de barrido © _ :

Velocidad de barrido Velocidad variable 3a40°. mn'en o

intervalo 1<h<14,-15<k<14,-18</<18

Reflexiones colectadas 8787

Reflexiones independientes 7603 (R = 4.06 %)

Reﬂemones con Fo > 4 o(F,) 4562

< o> - : 7.75

Correccion de absorcion

Factores de transmision

Gaussian face-indexed

“min = 0.917, max = 0.965

Refinamiento y resolucion
|

Sistema utilizado
Es}adislicas de Wilson
Resolucién

Esr'quema de ponderacion

Parametros refinados
Indices R finales(/> 2 o(/)) ®

SHELXTL 5.03 y SHELX97-2
<|F2-1>=092

Métodos directos y mapas de Fourier

w = [0?{Fed) +(0.1139 P)2 + 2.7615 P} donde
P = (max [F20] + 2 F3) 13

806

Ri=7.28%, wR; = 17.83 %

Indices R finales {todos los datos) @ Ri=13.28%, wR2=2139%
|
@ - pl D) Sl ST o (BT
it ZF: L | ZIF I oy v ZW(FI ' m—n

Para R, ambas sumatorias involucran todas lag reflexiones para las cuales mas de un equivalente

parametros refinados.

de simetria es promediado. Para S, mes el numero de reflexiones observadas y neselnimerode -
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- Distancias de enlace [Co(ntb)CI|CI{NO3) (A)

Co(1)}-N(2)

2.035(7) Co(1)-N(3) 2.036(6)
Co(1)-N(4) 2.037(6) Co(1)-Ci(1) 2.313(3)
Co{1)-N(1) 2.390(7)
N{1)-C(11) 1.459(10) N(1)-C(1) 1.473(10)
N(1)-C(21) 1.481(9) N(2)-C(12) 1.328(10)
N(2)-C(18) 1.417(10) N(3)-C(22) 1.321(10)
N(3)-C(28) 1.407(10) N(4)-C(2) 1.290(10)
N(4)-C(8) 1.415(10) N(5)-C(2) 1.349(10)
N{5)-C(3) 1.368(11) N(6)-C(12) 1.350(10)
N(6)-C(13) ~1.361{10) N(7)-C(22) 1.341(9)
N(7)-C(23) - 1.379(11) C(1)-C(2) 1.403(11)
C(3)-C(8) 1.385(12) C(3)-Cl4) 1.411(12)
C(4)-C(5) 1.336(13) - C(5)-C(6) 1.397(14)
C(6)-C(7) 1.398(11) C(7)-C(8) -1.381(11)
C(11)-C(12) 1.482(12) C(13)-C(18) . 1.384(12)
C(13)-C(14) 1.405(12) C(14)-C(15) 1.397(13)
C(15)-C(16) 1.396(14) C(16)-C(17) 1.365(12)
C(17)-C(18) 1.370(12) C(21)-C(22) 1.471(11)
C(23)-C(24) 1.303(12) C(23)-C(28) 1.401(11)°
C(24)-C(25) 1.385(14) C(25)-C(26) 1.366(13)
C(26)}-C(27) 1.402(11) C(27)-C(28) 1.370(11)
Co(2)-N(32) 2.034(7) Co(2)-N(34) 2.056(7)
. Co(2)-N(33) 2.059(7) Co(2)-CI(2) 2.315(3)
Co(2)-N(31) 2.370(7) o
N(31)-C(31) ~ 1.473(10) N(31)-C(51) 1:493(10)
N(31)-C(41) 1.506(11) N(32)-C(42) 1.302(10)
© N(32)-C(48) 1.408(10) N(33)-C(52) 1.339(11)
N(33)-C(58) - 1.395(11) N(34)-C(32) © 1.326(10)
N(34)-C(38) 1.406(10) ~ N(35)-C(32) 1.340(11)
N(35)-C(33) 1.405(10) N(36)-C(42) 1.358(10)
N(36)-C(43) 1.386(11) N(37)-C(52) 1.356(10)
. N(37)-C(53) 1.393(12) C(31)-C(32) 1.484(11)
C(33)-C(34) 1.376(12) C(33)-C(38) 1.389(12)
C(34)-C(35) 1.354(14) C(35)-C(36) ©1.409(14)
C(36)-C(37) 1.359(13) C(37)-C(38) 1.406(12) -
C(41)-C(42) 1.498(12) C(43)-C(48) 1.370(12)
C(43):C(44) 1.382(13) C(44)-C45) . 1.341(15)
C(45)-C(46) 1.373(15) C(46)-C(47) 1.385(13)
C(47)-C(48) ©1.395(12) C(51)-C(52) 1.467(13)
C(53):C(54) 1.382(13) C(53)-C(58) 1.390(13)
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Continuacién. Distancias de enlace [Co(ntb)CIICINO:) (A)

C(54)-C(55) 1.356(15) C(55)-C(56) 1.370(15)
C(56)-C(57) 1.391(13) C(57)-C(58) 1.390(13)
N(51)-0(51) 1.115(11) N(51)-0(52) 1.203(11)
N(5\1)-O(53) 1.224(14)

N(61)-0(63) 1.18(2) N{61)-0(61) 1.22(2)
N(61)-0(62) 1.34(3)

N(71)-0(71) 1.22(2) N(71)-0(73) 1.23(2)
N(71)-0(72) 1.23(2) -
C(81)-C(62) . 1.53(2) C(82)-0(83) 1.43(2)

Angulos de enlace [Co(ntb)CI|CI(NO3) (°)

Nt2)-‘C0(1 »-N@3) 111.9(2) ‘ N(2)-Co(1)-N(4) : 113.8(3)

N(3)-Co(1)-N(4) 117.1(3) N(2)-Co(1)-CI{1) S 1024(2)
N(3)-Co(1)-CI(1) 104.6(2) N(4)-Co{1)-Ci{1) 105.2(2)
N(2)-Co{1)-N(1) 76.3(3) N(3)-Co(1)-N{1) 75.8(2)
N(4)-Co(1)-N{1) 756(2) CI{1)-Co(1)-N(1) 178.68(18)
1 ' :
C(11)-N(1)-C(1) 114.0(6) C(11)-N(1)-C(21) - 112.7(6)
C(1)-N(1}-C(21) 111.9(6) C(11)-N(1)-Co(1) 105.1(5)
C(1)-N(1)-Co(1) 104.9(5) C(21)-N(1)-Co(1) 107.4(5)
C(12)-N(2)-C(18) 104.6(7) ~ C(12N(2-Co(1) 118.3(6)
C(18):N(2)-Co(1) 136.4(6) C(22)-N(3}-C(28) 106.3(6)
C(22)-N(3)-Co(1) 118.6(5) C(28)-N(3)-Co(1) 135.0(5)
C(2)-N{4)-C(8) 105.5(7) C(2)-N{4)-Co(1) 118.9(5)
C(8)-N{4)-Co(1) 134.4(6) C(2)-N(5)-C(3) 107.3(7)
C(12-N(6)}-C(13) - 107.8(7) C(22)-N(7)-C(23) 108.2(7)
N(1)-C(1)-C(2) 107.6(7) N(4)-C(2)-N(5) 113.0(7)
N(4)-C(2)-C(1) 121.6(7) NG)-C-C(1) 125.4(8)
N(5)-C(3)-C(8) 106.1(7) | N(5)-C(3)-C(4) 132.5(9)
C(8)-C(3)-C(4) 121.4(9) C(5)-C(4)-C(3) 117.5(9)
C(4)-C(5)-C(6) 121.3(9) ~ C(5)-C(6)-C(7) 122.3(9)
C(8)-C(7)-C(6) 116.0(9) C(7)-C(8)-C(3) S 121.3(8)
C(7)}-Ce)}-N(4) - 130.7(8) C(3)-C(8)-N(4) 107.9(7)
N{(1)-C(11)-C(12) 109.7(7) N(2)-C{12)-N(6) 112.3(8)
N(2)-C(12)-C(11) 121.0(8) -~ N{B)-C{12)-C(11) 126.6(8)
N(6)-C(13)-C(18) 106.7(7) N(6)-C(13)}-C(14) o A131.4(9) -
C(18)-C(13}-C(14) . 122.2(9) C(15)-C(14)-C(13) 115.6(9)
C(16)-C(15)-C{14) 121.7(9) .. C{17)-C(16)-C(15) 120.7(9)

i
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Continuacién. Angulos de enlace [Co{ntb)CIJCI(NOs) (%)

C(16)-C(17)-C(18) 119.3(9) C(17)-C(18)-C(13) 120.4(8)
C(17)-C(18)-N(2) 131.1(8) C(13)-C(18)-N(2) 108.4(7)
C(22)-C(21)-N(1) 109.1(7) N(3)-C(22)}-N(7) 111.9(7)
N(3)-C(22)-C(21) 123.9(7) N(7)}-C(22)-C(21) 124.2(8)
N(7)-C(23)-C(24) 1323(9) - N(7)-C(23)-C(28) 105.9(7)
C(24).C(23)-C(28) 121.7(9)  C(25)-C(24)-C(23) 115.5(9)
C(26):C(25)-C(24) 123.6(9) C(25)-C(26)-C(27) 120.6(9)
C(28)-C(27)-C(26) 117.3(8) C(27)-C(28)-C(23) 121.4(8)
C(27)-C(28)-N(3) 131.0(7) C(23)-C(28)-N(3) ©107.8(7)
N(32)-Co(2)-N(34) 108.9(3) N(32)-Co(2)-N(33) 114.2(3)
N(34)-Co(2)-N(33) 120.3(3) N(32)-Co(2)-CI(2) 106.7(2)
N(34)}-Co(2}-Ci2) . 104.1(2) N(33)-Co(2)-CI(2) 101.0(2)
N(32)-Co(2)-N(31) 76.7(3) N(34)-Co(2)-N(31) 75.2(2)
N(33)-Co(2)-N(31) 76.7(3) CI(2)-Co(2)-N(31) 176.56(18)
C(31)-N(31)-C(51) 112.3(7) C(31)-NBI-C@H1) 1102(7) - -
C(51)-N(31)-C(41) 112.9(7) C(31)-NGB1)-Co2) 107.3(5)
C(51):N(31)-Co(2) 107.2(5) C(41)-N(31)-Co(2) 106.5(5)
C(42)N(32)-C(48) 105.5(7) C(42)-N(32)-Co(2) 118.6(6)
C(48)!N(32)-Co(2) 135.9(6) C(52)-N{33)-C(58) - 105.9(7) .
C(52)-N(33)-Co(2) 116.5(6) C(58)-N(33)}-Co(2) - 136.5(6)
C(32)-N(34)}-C(38) . 1049(7) C(32)-N(34)-Co(2) 117.7(6)
C(38)-N(34)-Co(2) - 136.8(5) C(32)-N(35)-C(33) 107.5(7)
C(42)-N(36)-C(43) 106.6(7) C(52)-N(37)-C(53) 108.8(8)
N(31)-C(31)-C(32) 1061(7) N(34)-C(32)-N(35) 113.0(8)
N(34)-C(32)-C(31) 122.4(8) . N(351-C(32)-C(31) 124.5(8)
C(34)-C(33)-C(38) 122.3(9) C(34)-C(33}N(35) 132.7(9)
C(38)-C(33)-N(35) 104.9(8) C(35)-C(34)-C(33) 117.3(10)
C(34)-C(35)-C(36) 120.9(10) C(37)-C(36)-C(35) 122.9(9)
C(36)-C(37)-C(38) 115.9(9) C(33)-C(38)-N(34) 109.6(7)
C(33)-C(38)-C(37) 120.7(8) N(34)-C(38)-C(37) - 129.6(8)
C(42)-C(41)-N(31) 107.7(7) N(32)-C(42)-N(36) 112.7(8)
N(32)-C(42)-C(41) 123.4(8) N(36}-C(42)-C(41) 123.8(8)
C(48)-C(43)-C(44) 122.8(10) . C(48)-C(43)-N(36) 106.3(7)
C(44)}-C(43}N(36) - 130.9(10) C(45)-C(44)-C(43) 116.7(10)
C(44)-C(45)-C(46) 1223(10) . C{45)-C{46)-C(47) 121.9(10)
C(46)-C(47)-C(48) 116.1(9) C(43)-C(48)-C(47) 120.2(8)
C(43)-C(48)}N(32) - 108.9(8)  C(47)-C(48)-N(32) C1309(8)

C(52)-C(51)-N(31) 10740 - N(33)-C(52)-N(37) 110.7(8)
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Continuacién. Angulos de entace [Co(nth)CI|CI(NO3) {°)

37)-C(52)-C(51) 125.7(9)

N(33)-C(52)-C(51) 123.4(8) N{
C(54)-C(53)-C(58) 123.5(11) C(54)-C(53)-N(37) 132.0(11)
C(58)-C(53)-N(37) 104.6(8) €(55)-C(54)-C(53) 116.4(11)
C(54)-C(55)-C(56) 121.5(10) ~ C[55)-C(56)-C(57) 122.7(11)
C(58)-C(57)-C(56) 116.5(10) C(57)-C(58)-C(53) 119.1(9)
C(57)-C(58)-N(33) 130.9(9) C(53)-C(58)-N(33) 109.9(9)
0(51)-N(51)-0(52) 126.1(12) - O(51)-N(51)-0(53) 119.9(11)
~ 0(52)-N(51)-0(53) 13712 - .
0(63)-N(61)-0(61) 127(4) -0(63)-N(61)-0(62) 126(3)
O(61)-N(61)-0(62) 107(3) :
~O(71)-N(71)-0(73) 111(3) O(71)-N71)-0(72) 124(5)

O(T3IN(1-0(2)  123(4)
0(83)-C(82)-C(81) 120(4)
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Resumen de la determinacidn estructural del compuesto [Cra{ n-OH)z(2gb}4)(CIO4)4
Datos cristalograficos

Formula empirica [Cra (Cg Ha Ns)a (OH)s] (ClOa)a (H20)467
Color, ambiente Purpura, irregular
Tamaiio del cristal 0.6x0.4 x 0.4 mm?3
Sistemna crislalino Triclinico
Grupo espacial P Ny
Dimensiones de la celda a=12156(2) b=14035(2) ¢=16.733(3) A
" a=9004(1)  B=11018(1) y=106.96(1)°
Volumen 2546.7 (6) A3
yi 2 ,
Peso formula 1320.70 '
Densidad {calc.) 1.722 g.cm* ‘
Coeficiente de absorcion 0.738 mm!
F(000) 1353
Recoleccion de datos '
Difractometro . Siemens P4/PC
Radiacion - Mo-K,{2=0.71073 )
Alto voltaje y corriente de tubo 50 KV, 30 mA
Temperatura 298K
Monocromador Cristal de grafito
Intervalo 26 3-50°
Tipo de barrido o
" Velocidad de barrido Velocidad variable, 4 2 60 °. min' en o
Intervalo de barrido (0) 1.00 ° + separacion entre posiciones K1y Kaz
Reflexiones estandar 3 mediciones cada 97 reflexiones: 400,44 8, 181
. Correccion para estandar min: 0.906, max: 1.001
intervalo de indices - : “1<h<14,-16 <k <16,-19<1< 19
Reflexiones colectadas 10303

Reflexiones independientes @ = 8917 (R =2.83 %)
Reflexiones con F, > 4 o(F,) 6646

<lol> 12.85
Correccion de absorcion 12 y - barridos con y cercano a 90 °
Factores de transmision min = 0.712, max =0.758
Refinamiento y resolucion
Sistema utilizado SHELXTL 5.03 and SHELX97
Estadisticas de Wilson <[e2-1>=0982 :
Resolucion Métodos directos y mapas de Fourier .
Esquemade ponderacion -~ w=[a? (Fo?) +(0.0959 P)2 + 4.42 P donde
: P={max [F20]+2FH 13
Paramefros refinados 739
Indices R finales (> 2 s(f)) @ Ry=591 %, wRy= 1587 %
Indices R finales (todos los datos) ‘ =8.37 %, wRy= 1824 %
@ L _ZE-tr) L o (2= SR A
" zFR E|F| ! Tw(F) V' m-a

Para Ry, ambas sumatorias involucran todas ias reflexiones para las cuales mas de un equivalente
de simetria es promediado. Para S, m es el nimero de reflexiones observadas’y n es el nimero de
paramelros refinados. : -
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Distancias de enlace [Cra(1-OH)2(2gb)J(C104)4 (A)

1.960(3) Cr(1)-0(1)

Cr(1)-N(12) 2.021(3) Cr(1)-N(32) 2.023(4)
Cr{1)-N(3) 2.045(3) Cr(1)-N(23) 2.052(3)
Cr(2)-0(1) 1.953(3) Cr{2)-0(2) 1.955(3)
Cr(2)-N(72) 2.019(3) Cr(2)-N(52) 2.020(4)
Cr(2)-N(63) 2.056(3) Cr(2)-N(43) 2.060(3)
N(1)-C(2) 1.352(6) N(1)-C(8) 1.366(6) -
C(2)-N(3) 1.327(5) C(2)-N(10) 1.376(6)
N(3)-C(9) 1.401(5) C(4)-C(9) ©1.380(7)
C(4)-C(5) 1.384(7) C(5)-C(6) 1.373(9)
C(6)-C(7) 1.374(9) C(7)-C(8) 1.371(7)
C(8)-C(9) 1.400(7) N(10)-C(11) 1.376(6)
C(11)-N(12) 1.292(6) C(11)-N{13) 1.325(6)
N(21)-C(22) 1.351(6) N(21)- C(28) 1.373(7)
0(22) N(@23) . 1.325(6) - C(22)-N(30) 1.380(6)

23)-C(29) 1.395(6) C(24)-C(25) 1.383(7)
(24) C(29) 1.397(7) C(25)-C(26) 1.382(9)
C(26)-C(27) 1.376(9) C(27)-C(28) - 1.378(7)
C(28)-C(29) . 1.395(6) N(30)-C(31) 1.376(6)
C(31)-N(32) 1.303(5)° - C(31)-N(33) 1.331(6)
N(41)-C(42) 1.353(6) © N(41)-C(48) 1.384(7)
C(42)-N(43) 1.328(6) C(42)-N(50) 1.364(6)
N(43)-C(49) - 1.404(6) ~ C(44)-C(45) 1.374(8)
C(44)-C(49) 1.394(7) C(45)-C(46) 1.381(9)
C(46)-C(47) 1.383(9) C(47)-C(48) 1.391(7)
C(48)-C(49) 1.384(7) N(50)-C(51) 1.366(6)
C(51)-N(52) 1.300(6) C(51)-N(53) - 1.334(6)

Cr(1)-00)

1.96103)
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“ontinuacién. Distancias de enlace [Cra(11-OH)(2gb)a](Ci04)s (A)

N{61)-C(62) 1.362(6) N(61)-C(68) 1.366(6)
C(62)-N(63) 1.324(5) . C(62)-N(70) 1.366(6)
N{63)-C(69) 1.406(5) C(64)-C(65) 1.386(7)
C(64)-C(69) 1.395(7) C(65)-C(66) - 1.379(9)
C(66)-C(67) 1.375(9) C(67)-C(68) 1.378(7)
C(68)-C(69) 1.400(7) N(70)-C(71) 1.370(6)
C(71)-N(72) 1.299(6) C(T1)-N(73) . 1.331(6)
CI(1)-0(14) 1.414(5) Cl(1)-0(13) 1.419(5)
Cl{(1)-0(12) 1.423(5) CH{1)-011) 1.424(4)
Cl(2)-0(22) 1.399(5) Cl(2)-0(24) 1.411(5)
CI(2)-0(21) 1.421(5) Ci(2)-0(23) 1.430(5)
CI(3)-0(32) 1.382(4) CI(3)-0(34) 1.421(5)
CI(3)-0(33) 1.426(6) CI(3)-0(31) 1.437(5)
Cli4-041) " 1.363(5) Cl(4)-0(44) 1.417(6)
CI{4)-0(43) © 1.432(6) Cl(4)-0(42) 1.441(5)
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Angulos de enlace [Cr2(1-OH)2(2gb){(CI04)e )

0(2)-Cr(1)-0(1) 75.83(11) . 0@R)-Cr(yN(12) — 92.50(14)
0(1)-Cr{1)-N(12) 168.30(14) 0(2)-Cr(1)-N(32) 168.65(13)
O(1)-Cr{(1)-N(32) 92.86(13) N(12-Cr(1}-N(32)  98.82(15)
O{2)-Cr(1)}-N(3) 93.25(13) 0(1)-Cr(1)-N(3) 95.54(13)
N(12)-Cr(1)-N(3) 84.10(14) N(32)-Cr(1)-N(3) 88.72(14)
0(2)-Cr(1)-N(23) 95.31{13) O(1)-Cr{1)-N(23) 92.78(13)
N(12)-Cr(1)-N(23)  89.10(14) N(32-Cr(1)}-N(23)  84.14(14)
N(3)-Cr(1}N@3) - 169.29(14) '
0(1)-Cr(2)}-0(2) 76.12(11) O(1)}Cr2}N(T2)  93.49(14)
0(2)-Cr(2)-N(72) 169.49(14) 0(1)-Cr{2)-N(52) 169.32(14)
0(2)-Cr(2)-N(52) 93.30(14) - N(72}-Cr2-N(52)  97.13(15)
O(1)-Cr(2)-N(63) 92.25(13) O[Q)Cr2-N(B3)  94.87(13)
N(72-Cr(2}-N(B3)  83.81(14) N(52)-Cr2-N(63) - 90.01(14)
O(1)-Cr(2)-N(43) 95.06(13) -0(2)-Cr{2)-N(43) 92.23(13)
N(72-Cr(2-N(43)  90.25(14) N(52-Cr(2-N@43)  83.82(14)
N(63)-Cr(2)-N(43)  170.85(14)
Cr(2)-0(1)-Cr{1) 104.03(12) Cr(2)-0(2)-Cr(1) 104, 01(12)
C(2)-N(1)-C(8) 106.8(4) N(3)-C(2)-N(1) 113.2(4)
N(3)-C(2)-N{10) “125.6(4) | . ()0(2) N(10) 121.2(4)
C{2}-N(3)-C(9) 104.9(3) C(2)}-N(3)-Cr(1) 123.4(3)
C(9)-N(3)-Cr(1) 131.7(3) C(9)-C(4)-C(5) 117.5(5)
C(6)-C(5)-C(4) 121.5(6) - C(5)-C{B)}-C(7) 121.6(5)
C@}-C)yCle) - 117.5(6) - N(1)-C(8)-C(7) 131.5(5)
N{1)-C(8)-C(8) © 106.9(4) C(7)-C(8)-C(9) 121:6(5)
C(4)-C(9)-C(8) 120.4(4) C(8)-C(9)-N(3) 131.3(4)
C(8)}-C(9)-N(3) 108.3(4) CN{O-C) ~ 122.8(4)
N(12-C(11)-N(13)  125.6(4) N(12-C(1}:-N(10)  120.8(4)
N(13)}-C(11)-N(10)  113.7(4) COM-N(12}Cr(1) . 127.5(3)
C(22)-N(21)-C(28)"  106.4(4) N(23)-C(22}N(21)  113.3(4)
N(23) -C(22}N(30)  126.0(4) N(21)-C(22}-N(30) . 120.7(4)
C(22}-N(23)-C(29)  105.0(3) C(22-N(23}Cr(1)  122.8(3)
C(29)-N(23)-Cr(1)  132.1(3) C(25}-C(24}-C(29)  116.7(5)
C(26)-C(25)-C(24)  122.2(6) C(27)-C(26)-C(25) . 121.5(5) -
C(26)-C(27)-C(28)  116.9(6) N(21)}-C(28)}-C(27)  130.7(5)
ON(21)-C(28)-C(29)  106.9(4) C27)-C(28)-C(29)  122.4(5)
C(28)-C(29}N(23)  108.4(4) C(28)-C(20)-C(24)  120.3(4) -
N(23)-C(29)-C(24)  131.3(4) C(31)-N(30)}C(22)  122.8(4)
N(32)-C(31)-N(33)  125.4(4) N(32)-C(31)-N(30).  120.5(4)
N(33)-C(31)-N(30) . - 114.1(4) C(IIN(B2-Cr(1) ~  127.0(3)
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Continuacién. Angulos de enlace [Crz(p-OH)2(2gb)s)(C104)s (°)

C(42)-N(@41)-C(48)  107.0(4) N(43)-C{A2N@1)  112.4(8)
N(43)-C(42}-N(50)  126.3(4) N(41)-C(42-N(50)  121.3(4)
C(42)-N(43)}-C(49)  105.3(4) C(42}-N@43)}Cr(2)  122.0(3)
C(49)}N(43)}-Cr(2)  131.9(3) C(45)-C(44)}-C(49)  117.8(5)
C(44)-C(45)-C(46)  122.2(6) C(45)-C(46)-C(47)  120.8(5)
C(46)-C(47)-C(48)  117.0(6) N(41)-C(48)}-C(49)  106.5(4)
N(41)-C(48)-C(47)  131.2(5) C(49)-C(48)}-C(47)  122.3(5)
C(48)-C(49)-C(44)  119.8(4) C(48)-C(49)N(43)  108.7(4)
C(44)-C(49)}-N(43)  131.5(4) C(42)-N(50)-C(51)  124.2(4)
N(52)-C(51)-N(53)  124.6(5) N(52)-C(51)}-N(50)  120.4(4)
N(53)-C(51)}-N(50)  115.0(4) C51)-N(B2-Cr(2)  128.2(3)
C(62)-N(61)-C(68)  107.4(4) N(63)-C(62-N(B1)  112.2(4)
N(63)-C(62}-N(70)  126.1(4) N(B1)-C62-N(70)  121.7(4)
C(62)-N(63)-C(69)  105.5(4)  C(62-N(B3)-Cr(2)  122.5(3)
C(69)}-N(B3)}-Cr(2)  131.5(3) C(65)-C(64)-C(69)  116.9(5)
C(66)-C(65)-C(64)  121.8(6) C(67)-C(66)-C(65)  121.7(5)
C(66)-C(67)-C(68)  117.3(5) N(61)-C(68)-C(67)  131.6(5)
N(61)-C(68)-C(69)  106.6(4) C(67)-C(68)-C(69)  121.7(5)
C(64)-C(69)-C{68) ~  120.5(4) C(64)-C(69)-N(63)  131.3(4)
C(68)-C(69)-N(B3)  108.2(4) C(62)-N(70}-C(71)  1235(4)
N(72-C(T1)-N(73)  124.7(5) N(72-C(TI-N(TO)  120.8(4)
N(73)}-C(T1)}-N(T0)  114.5(4) CTMNT2-Cr(2)  128.0(3)
O(14)-CI(1)-0(13)  109.7(4) O(14)}CI(1)-0(12)  109.8(3)
O(13)-CI(1}-0(12)  108.1(3) O(14)}CI(1)}-0(11)  108.4(3)
0(13)-CI(1)-0(11)  109.2(3) CO(12-CI(1)-0(11)  111.5(3)
0(22)-CI{2-0(28)  109.1(3) © 0(22-C2-021)  109.4(3)
0(24)-CI(2-0(21)  110.5(3) 0(22)}-Ci(2)-0(23) - 109.2(4)
0(24)-CI(2-0(23)  111.3(4) O(21)-CI(2-0(23)  107.4(3)
0(32-CI(3)-0(34)  110.7(4) 0(32)}-CI(3)-0(33)  107.9(4)
0(34)-CI(3-0(33)  110.1(4) 0(32}-CI3-031)  110.6(3)
O(34)-CI(3}-0(31)  108.6(3) 0(33)-CI(3-0(31)  108.9(4)
O(#1)-Cl{4)-0(44)  110.5(4) O(41)-Ci(8)-0(43)  109.1(4)
O(44)-CI(4)-0(43)  108.8(4) O(41)-Ci(4)}-042)  110.5(3)
O(44)-CI(4)-042)  109.1(3) O(43)-Cl(8)-0(42)  108.8(4)
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