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Introduccion

En las ultimas décadas el desarrollo de la quimica bioinorganica, cuyo estudio se centra en la
interaccion de iones metdlicos en procesos bioldgicos [1,2], ha permitido el mejor entendimiento
de sistemas macromoleculares como lo son las metaloenzimas. Estos sistemas son de gran interés
debido a su alta especificidad y poder catalitico, pero de dificil estudio pues su obtencion y
manipulacion resulta complicada [1,3]. Debido a esto, en los ultimos afios ha crecido el interés en
el estudio de compuestos de coordinacidn de bajos pesos moleculares que imiten funcional y
estructuralmente, a nivel local, los sitios activos de estas enzimas y permitan un mejor
acercamiento a la quimica de dichos sistemas macromoleculares [2,4,5].

Especificamente, las metaloenzimas de cobre y sus correspondientes complejos biomiméticos, han
sido los sistemas de mayor interés y estudio en esta drea debido a la importancia y la gran
cantidad de procesos biolégicos en los que estan involucradas estas enzimas; entre los cuales se
destaca la activacidon de O, y su procesamiento [6]. Este proceso juega un papel esencial en
sistemas bioldgicos [7-10], y en la quimica medicinal [11], ambiental [12] e industrial [13].

La catecol oxidasa (COx) es una enzima de cobre cuyo sitio activo estda conformado en el estado
nativo por dos iones metalicos cercanos entre si, coordinados cada uno a tres atomos de
nitrégeno provenientes de residuos imidazélicos de histidinas y puenteados por un ion OH [14].
Esta enzima cataliza la conversion de una gran variedad de orto-difenoles (catecoles) a sus
respectivas o-quinonas en un proceso conocido como actividad catecolasa [15], a través de la
reduccion de oxigeno molecular a agua mediante un mecanismo de 4 electrones [5,15].

En los ultimos afios, se ha estudiado la actividad catecolasa de una gran variedad de complejos
mononucleares y dinucleares de cobre(ll) con caracteristicas estructurales mas o menos similares
a las de este sitio activo, mediante la reaccion modelo de oxidacion del 3,5-di-ter-butilcatecol
(H,DTBC) a la quinona correspondiente. Basandose en dichos estudios, la gran mayoria de autores
propone la dependencia de una actividad catalitica significativa en la proximidad de los dtomos de
cobre(ll) [16-21], siendo ésta mayor con una distancia Cu-Cu similar a la observada en la enzima.

No obstante, se han descrito sistemas modelo con actividad catecolasa cuya distancia Cu-Cu es
significativamente mayor a la de la metaloenzima COx [22,23]. Aunado a esto, en el grupo de
trabajo se han sintetizado mediante la reaccion de Mannich, una serie de ligantes derivados del
imidazol cuyos complejos dinucleares presentan distancias Cu-Cu mayores a 7 A y una actividad
catalitica importante [24,25]. Sin embargo el mecanismo por el cual actian estos sistemas auin no
se conoce, pero se cree que debe ser muy distinto al propuesto para la enzima.

A pesar de la gran cantidad de reportes en sistemas modelo de la catecol oxidasa, la cantidad de
estudios mecanisticos detallados es minima, siendo ésta un area poco explorada y con diferencias
marcadas de compuesto a compuesto. Dentro de estas diferencias se pueden resaltar (i) los
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modos de coordinaciéon del sustrato a los centros metalicos y (ii) el modo de reduccién del O, ya
sea a H,0 o H,0,.

De acuerdo a Reedijk y colaboradores [26] el estudio mecanistico de los sistemas modelo se ha
abordado con cuatro enfoques distintos: estudio de la unién del sustrato, la relacién estructura
actividad, estudios cinéticos y oxidacion estequiométrica del catecol por complejos peroxo- y oxo-
dinucleares de cobre. Sin embargo, el segundo enfoque ha sido el mas empleado por diversos
grupos de trabajo; bajo el cual, se ha explorado la relacién entre la actividad catecolasa y diversos
factores como la distancia metal-metal, propiedades electroquimicas, ligantes exdgenos,
estructura del ligante, pH y disolvente.

Asi, nuestro grupo de trabajo también ha orientado los estudios cataliticos de diversos sistemas
modelo a encontrar una correlacién de la actividad catalitica y los distintos factores estructurales
de los complejos. Dentro de esto, se han publicado estudios cataliticos comparativos de ligantes
imidazolados andlogos en los que se modifica la naturaleza de los atomos donadores y se evalua la
dependencia de la eficiencia de estos sistemas con las condiciones del medio catalitico como el pH
y el disolvente [25].

Bajo esta misma linea, este trabajo presenta dos nuevos complejos de cobre(ll) formados con dos
ligantes semejantes a los estudiados previamente, pero con variaciones estructurales especificas,
para estudiar las diferencias en su actividad catalitica y lograr conocer los factores que la rigen. Los
ligantes diep y dmpa son andlogos a sendos sistemas previamente estudiados [24,25], en los que
la cadena lateral se ha alargado en un dtomo de carbono, lo que genera anillos quelatos de 6
miembros, a diferencia de los anillos quelatos de 5 miembros a los que daban lugar los anteriores.
Como durante el ciclo catalitico, el cobre cambia de estado de oxidacién (II) a (), con el
consecuente cambio en su geometria, se pretende estudiar como las mencionadas modificaciones
estructurales introducidas en estos nuevos ligantes afectardn la actividad catalitica de los
complejos. Adicionalmente se intentan explorar nuevos enfoques, con la finalidad de comprender
mejor el mecanismo por el cual actian estos complejos dinucleares de Cu(ll) con metales distantes
en la reaccion de oxidacion del H,DTBC.

Por esto se presentan a continuacién estudios estructurales, de equilibrio y cataliticos en
disolucién; ademas de estudios de la unién del sustrato e identificacidon de productos de reaccidn
como herramientas en aras de obtener informacién suficiente para proponer un mecanismo
catalitico congruente para estos complejos.



1. Antecedentes

1.1. Metaloenzimas de cobre

El cobre es uno de los 25 elementos que se consideran esenciales para la vida, encontrandose en
el intervalo de concentracion de las partes por millén en los organismos [7]. Las metaloenzimas de
cobre juegan roles importantes en la naturaleza ya que son catalizadores redox de una gran
variedad de procesos bioldgicos, entre los que se encuentran el transporte y/o activacion de
oxigeno, transferencia electrdnica, reduccién de oOxidos de nitréogeno y la dismutacion de
superoéxidos [2,7,27,28].

Estas enzimas se pueden clasificar en siete tipos de acuerdo a las caracteristicas y propiedades de
su sito activo [2,5,7,29,30].

Tipo I. Usualmente nombradas como proteinas azules de cobre debido a la gran intensidad del
color azul que presentan en su estado oxidado. Esto a causa de una fuerte transferencia de carga
ligante-metal del enlace Cu*-S (cisteina), observable en el espectro visible alrededor de 600 nm.
La esfera de coordinacién alrededor del centro metalico esta constituida por dos atomos de
nitrégeno donadores provenientes de residuos de histidinas, un dtomo de azufre de residuo de
cisteina y un dtomo de azufre débilmente coordinado proveniente, en la mayoria de los casos, de
residuo de metionina. La geometria alrededor de los centros de cobre es tetraédrica
distorsionada. (Figura 1.1.1 a). Grandes representantes de este grupo de enzimas son la
plastocianina, amicianina y azurina, las cuales participan como proteinas madviles acarreadoras de
electrones.

Tipo Il. Conocidas también como proteinas “normales” de cobre debido a que tanto su espectro
de Resonancia Paramagnética Electrénica (RPE), como su espectro electronico es similar al de
complejos tetragonales comunes de Cu(ll) con ligantes donadores de N, O. Estas enzimas
presentan un color azul de baja intensidad debido en este caso a las transiciones d-d de los iones
Cu™. Los centros metalicos estan coordinados a cuatro 4tomos donadores de nitrégeno u oxigeno
gue conforman una geometria cuadrada o tetraédrica distorsionada.

Las proteinas de esta categoria estdn involucradas en reacciones de catalisis como la oxidacidn de
alcoholes primarios y la dismutacidon del anién superdxido. Algunos ejemplos de éstas son la
galactosa oxidasa, superoxido dismutasa y la dopamina-B-hidroxilasa. (Figura 1.1.1 b)

Tipo lll. Esta clase es de los sitios mas estudiados por la importancia de las funciones que
desempenan, entre las que se destacan la capacidad de fijar O, reversiblemente o emplearlo en



reacciones de oxidacién bajo condiciones ambientales. Se caracterizan por poseer dos iones Cu®*
cercanos entre si (alrededor de 3 A) y acoplados antiferromagnéticamente, lo que conduce a un
comportamiento silencioso en RPE. Cada centro metadlico estd coordinado a tres atomos
donadores de nitrégeno provenientes de residuos de histidinas. (Figura 1.1.1 c¢)

Este grupo esta representado por tres proteinas, la hemocianina que es responsable del
transporte de oxigeno en algunos moluscos y artrépodos; la tirosinasa y la catecol oxidasa que son
capaces de fijar oxigeno para oxidar sustratos fendlicos a catecoles (tirosinasa) vy

subsecuentemente a o-quinonas (tirosinasa y catecol oxidasa).
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Figura 1.1.1. Representaciones esquemdticas de sitios activos de proteinas de cobre: (a) plastocianina (tipo
1), (b) galactosa oxidasa (tipo Il) y (c) oxihemocianina (tipo Ill).

Tipo IV. Estos sitios usualmente estan compuestos por un sitio activo tipo Il y uno tipo I,
formando un cumulo trinuclear triangular. En algunos casos estas proteinas también contienen al
menos un sitio activo tipo |. Representantes de este grupo son la ceruloplasmina, lacasa y
ascorbato oxidasa.

Sitio Cu,. A estos sitios también se les conoce como sitios de cobre de valencia mixta ya que estan
compuestos por cumulos dinucleares de cobre en el que ambos iones tiene un estado de
oxidacion formal +1.5. Estos presentan un patrén de siete lineas en el espectro de RPE y tienen
una coloracion morada. La citocromo c oxidasa y la 6xido nitroso reductasa son proteinas
caracteristicas de esta categoria que tiene la funcidn de transferencia electrdnica a larga distancia.

Sitio Cug. Este sitio activo esta formado por un centro de cobre cercano a uno de hierro. Ambos
metales estan acoplados antiferromagnéticamente y se encuentran puenteados por un dtomo de
oxigeno. Estos sitios llevan a cabo la reduccidn de 4 electrones de oxigeno molecular a agua.

Sitio Cu;. En estos sitios se encuentran cuatro atomos de cobre coordinados a siete residuos de
histidina y un ion OH". Presentan un patrén de cuatro lineas en RPE provenientes de dos esquemas
distintos de oxidacién. Este tipo de sitio se puede encontrar en la éxido nitroso reductasa.



1.2. Catecol oxidasa

Esta enzima con un sitio activo de cobre tipo Il cataliza la oxidacién de una gran variedad de o-
difenoles (catecoles) a las o-quinonas correspondientes en un proceso conocido como actividad
catecolasa [15]. Se encuentra en el tejido de diversas plantas y en crustaceos, en los cuales las o-
quinonas auto-polimerizan produciendo melanina, un pigmento difendlico color marrén, que
protege el tejido contra agentes patdgenos e insectos.

En 1937 fue aislada por primera vez [31] y a partir de entonces se ha aislado de diversas frutas y
vegetales (manzana, papa, espinaca, entre otras). La estructura cristalina de la catecol oxidasa
obtenida de la especie Ipomoea batata se reportd en 1998 en tres estados cataliticos: estado
nativo met (Cu(ll)Cu(ll)), el estado desoxy (Cu(l)Cu(l)) y en un complejo con el inhibidor feniltiourea
(PTU) [14]. La estructura cristalina muestra que la enzima es un mondmero con un peso molecular
de 39 kDa en donde cada ion de cobre se encuentra coordinado a tres residuos de histidina.
(Figura 1.2.1)

SN

His240

Figura 1.2.1 Izquierda: diagrama Ribbon de la vista frontal de la catecol oxidasa. Derecha: Sitio activo de la
catecol oxidasa en el estado met. [14].

En el estado nativo met (Cu(l1)Cu(ll)) los centros metalicos se encuentran a 2.9 A de distancia,
puenteados por un ion hidréxido. La esfera de coordinacién de cada ion metdlico se completa a un
numero de 4 con los residuos de histidina generando una geometria alrededor de cada uno de
piramide trigonal. El espectro de RPE concuerda con la estructura cristalina ya que revela un
acoplamiento fuertemente antiferromagnético entre los iones de cobre.

La distancia entre los iones metalicos aumenta a 4.4 A en el estado reducido desoxy (Cu(l)Cu(l)).
Basados en mapas de densidad electrénica residual, se propone que una molécula de agua se
encuentra a 2.2 A de uno de los 4tomos de cobre, por lo que la geometria alrededor de éste es una
pirdmide trigonal distorsionada. La esfera de coordinacién alrededor del otro sitio metdlico se
puede describir como un cuadrado con un sitio de coordinacidn vacante.



El estado oxy (Cu(l1)O,%(Cu(ll))de la enzima se obtiene al tratar el estado met con peréxido de
hidrégeno. Esta forma activa presenta un espectro UV-Vis caracteristico para un grupo pu-n’mn’-
peroxo-dicobre (Il) [32] con bandas de absorcién en el intervalo de 335-350 nm y alrededor de 580
nm.

Por ultimo, el aducto entre la catecol oxidasa y la feniltiourea muestra la unién de este inhibidor
mediante el 4tomo de azufre coordinado a ambos sitios de cobre(ll) reemplazando el puente
hidroxo presente en el estado met y aumentando la distancia Cu-Cu a 4.2 A. El nitrégeno de la
amida interactua débilmente con uno de los iones de cobre(ll), completando una geometria de
pirdmide de base cuadrada. (Figura 1.2.2)

Phe261
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/\\ }Hls‘B/\BF‘é // His244. /

Cys92 \ 7 \—J
Hls:fy\s' " Q L/
CuA CuB

p AN /\His240
His118 \q V( Pe »
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Figura 1.2.2. Estructura cristalina del complejo de la catecol oxidasa con la feniltiourea.

Se han propuesto dos mecanismos enzimaticos basados en datos estructurales, bioquimicos y
espectroscopicos [7,33] en los que se oxidan dos moléculas de catecol acompafiadas de la
reduccion de oxigeno molecular a agua.

Ambos mecanismos parten del estado nativo met de la catecol oxidasa, en la que el centro
dinuclear de cobre(ll) reacciona con un equivalente de catecol para producir quinona y el estado
reducido Cu(l) desoxy. Posteriormente, se enlaza una molécula de O, al sitio activo reducido,
reoxidando a los centros metalicos y formando un puente peroxo-n’ entre los &tomos de cobre(ll).
Finalmente se oxida otra molécula de catecol mediante un complejo ternario COx-0,-catecol en el
que se transfieren dos electrones del sustrato al peréxido, seguido de la ruptura del enlace O-0, la
pérdida de agua y la formacién de la segunda molécula de quinona, aunado a la regeneracién del
estado met de la enzima. (Figura 1.2.3)

La principal diferencia entre los dos mecanismos propuestos es el modo de unién del sustrato, que
bien puede ser asimétrica monodentada (Krebs y colaboradores [33]) o bidentada (Solomon et al

[7]).
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Figura 1.2.3. Ciclo catalitico de la catecol oxidasa propuesto por Krebs y colaboradores [20].

1.3. Sistemas modelo de la catecol oxidasa y estudios mecanisticos

Dada la importancia bioldgica de la catecol oxidasa y a la vez la dificultad de su obtencién y
manipulacion, muchos grupos de investigacién como los de J. Ackermann [17], H. Wei [18], L.
Casella [20], G. Speier [22], L. Gasque [25], J. Reedijk [26,35], B. Krebs [33], C. Belle [34] y A. Neves
[37] entre otros, han centrado su atencidon en la elaboracién y estudio de complejos de
coordinacion de bajo peso molecular que simulen el sitio activo de la enzima, con el objetivo de
proveer un mejor entendimiento de la funcién bioldgica de ésta, asi como catalizadores
potenciales para la oxidacién de sustratos.

Es bien conocido que los complejos de cobre tienen la habilidad de oxidar fenoles a catecoles, por
lo que se ha probado la actividad catecolasa de una gran variedad de compuestos mononucleares
y polinucleares de Cu(ll) frente a la reaccién modelo del 3,5-di-ter-butilcatecol (H,DTBC) a la
respectiva quinona (DTBQ). De estos sistemas los mds estudiados han sido los sistemas
dinucleares debido a su similitud con el sitio activo de la enzima, en donde los &tomos metalicos se
encuentran coordinados a ligantes orgdnicos con grupos donadores por nitrégeno generalmente,
distancias Cu-Cu cortas (<4 A) y puenteados por dtomos de oxigeno provenientes del ligante
mismo o de algun ligante inorganico exdgeno. Ejemplos de esto son los complejos descritos por
Belle [34], Reedijk [35], Gichinga [36], Neves [37], Selmeczi [22], Ackermann [17], entre otros.
(Figura 1.3.1)
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Figura 1.3.1. Complejos dinucleares de cobre(ll) empleados como sistemas modelo de la catecol oxidasa. a)
Belle [34], b) Reedijk [35], c) Gichinga [36], d) Neves [37], e) Selmeczi [22], f) Ackermann[17].

En la busqueda por entender los factores que influyen en la actividad catalitica de los compuestos
modelo, estos mismos investigadores entre otros, han estudiado las propiedades reactivas de
complejos con variaciones estructurales, tales como el tipo y la naturaleza de atomos donadores
[25,38], el tamafio de anillo quelato [39], la presencia de grupos electroatractores o
electrodonadores en el ligante [34] y la distancia Cu-Cu [40]; asi también con variaciones de las
condiciones de reaccion como el pH [21,34,37,41-43], el disolvente [24,25], la temperatura y la
concentracion de O, [43], etc.

Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de estudios de complejos modelo ([7-10,12-18,21-24]), la
cantidad de estudios mecanisticos detallados es minima y sélo en algunos casos se han tenido
pruebas contundentes para proponer mecanismos cataliticos, los cuales varian de compuesto a
compuesto y en la gran mayoria de los casos no son comparables, debido a los distintos métodos
de estudio entre cada grupo de investigacion.

Las principales diferencias de los mecanismos propuestos son: (1) la forma de coordinacién del
grupo peroxo en el intermediario Cu(ll)Cu(ll), (2) el modo de coordinacién del sustrato catecol
como monodentado o quelato, (3) la produccion de H,0 o H,0, como producto de la reduccion de
O, vy (4) la formacién o ausencia del puente hidroxo entre los &tomos de cobre(ll) en la forma met.
Algunas de estas diferencias han sido englobadas por Casella y colaboradores [20] en un solo
esquema que muestra las posibles vias de oxidacidn del catecol por compuestos dinucleares de
cobre, basandose en estudios mecanisticos previos. (Figura 1.3.2)
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Figura 1.3.2. Posibles pasos propuestos para el ciclo catalitico de la oxidacion de catecol por compuestos

dinucleares de cobre(ll) propuesto por Casella y colaboradores [20].

En general, de a cuerdo a Reedijk [26], se han empleado cuatro distintos enfoques para el estudio

del mecanismo de la actividad catecolasa de estos compuestos:

1. Estudios de unién del sustrato a los centros metalicos. Incluyen la caracterizacidon

cristalografica y/o espectroscopica de aductos del catecol(ato) y estudios de la interaccidn

de los complejos con el catecol en ausencia de oxigeno molecular.

2. Estudios de la relacidn estructura-actividad. Estos comprenden la correlacién de la

actividad catecolasa con la distancia Cu-Cu, propiedades electroquimicas, estructura del

ligante, naturaleza de los ligantes exégenos puente, pH y disolvente.

3. Estudios cinéticos. Dentro de los cuales se observa la influencia en la velocidad de reaccién

con la concentracion de los reactivos involucrados, la adicién de otro reactivo como

quinona o peroxido de hidrégeno, etc.

4. Estudios estequiométricos de las especies intermediarias de cobre con el catecol.

Estudios de la unidn del sustrato

A partir de los estudios con el primer enfoque se han encontrado varios modos de coordinaciéon

del catecol a los centros metdlicos, (Figura 1.3.3) [26] obtenidos a partir de la caracterizacién

cristalografica y espectroscopica de aductos de los complejos dinucleares de cobre(ll) con

tetraclorocatecol (TCC). Este reactivo se utiliza como sustrato debido a su alto potencial rédox
(Epirocatecos = -0.046 V, Epyprac = -0.222 V, Ercc = +0.312 V; todos vs. Ag/AgCl [44]) y sus propiedades
de enlace similares que permiten la obtencidn de aductos estables.



Figura 1.3.3. Posibles modos de unidn del catecol a los centros de cobre.

Espectrofotométricamente, Krebs y colaboradores [45], han observado que mientras los
complejos inactivos aparentan ser indiferentes al TCC o no mostrar un cambio significativo; la
reaccion de los complejos activos con el sustrato muestran sefales en el intervalo de 400-500 nm,
asignadas a la transferencia de carga ligante-metal catecolato-Cu (ll), y cambios en la posicién y
coeficiente de absortividad molar de la banda d-d del Cu(ll).

Asi también dentro de este enfoque se han realizado estudios de la interaccién anaerobia de los
complejos de Cu(ll) con H,DTBC que brindan informacion de la reaccién estequiométrica entre
éstos como un primer paso en el ciclo catalitico. Lo estudios de espectrocopia UV-Vis han arrojado
diversos resultados; Casella y colaboradores [43] reportan la presencia del aducto catecol-
complejo [Cu,L55]* a -90 °C con sefiales caracteristicas de transferencia de carga L-M (345 y 440
nm) y la consecuente reduccion de los centros de cobre(ll) acompafiada de la formacion de una
molécula de quinona (400 nm) al aumentar la temperatura. Figura (1.3.4)

Algunos autores han publicado la disminucidon o desaparicidon de las bandas d-d o TCLM de los
complejos de Cu(ll) con la adicién del sustrato y la aparicion de la banda de quinona a 400 nm;
otros autores como Belle y colaboradores [46] no han observado la oxidacion del H,DTBC en
condiciones anaerobias, pero si la interaccidn del sustrato con el complejo.

Por otro lado, otros grupos de investigacidon como Koval y colaboradores [47] han mostrado la
presencia del radical semiquinona (389 nm) como resultado de la interaccidon anaerobia de los
complejos dinucleares de cobre(ll) con el sustrato, al darse una transferencia de un electrén.
(Figura 1.3.5.)
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Figura 1.3.4. Espectro electrénico obtenido en
condiciones anaerobias en disolucion de metanol a 183
K de: (a) [Cusl55]" (0.2 mM), (b) el complejo con
H,DTBC (1.8 mM) y (c) formacion estequiométrica de
DTBQ tras aumentar la temperatura a temp. amb. [43]

Relacién estructura-actividad

{

N—NN~""NyACN

[22]prdpz

Figura 1.3.5.Cambios en el espectro de Uv-Vis de una
disolucién de [Cu,([22]prdpz)(CO;)(H,0)]* 0.5 mM en
metanol tras la adicion de H,DTBC bajo condiciones
anaerobias a 100 K. [47]

En cuanto a la relacién estructura-actividad, la gran mayoria de los autores han estudiado la

dependencia de la actividad catecolasa con la distancia Cu-Cu; para lo que se propone que
distancias cercanas a las observadas en la forma met de la catecol oxidasa (2.9 A) dan una mejor
actividad. Tal es el caso de Wei y colaboradores que reportan para una serie de complejos

andlogos [40] las distancias éptimas entre los metales que corresponden a una actividad alta.

(Figura 1.3.6)

Figura 1.3.6. Absorbancia de DTBQ a 400 nm (a) 30 min (QO) y (b) 60 min (/\) después de la adicién de
H,DTBC a una serie de complejos andlogos con distancias Cu-Cu distintas. [40]
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Sin embargo, la evidencia de compuestos con distancias Cu-Cu mayores que exhiben una actividad
catecolasa importante [22,23], ha demostrado que la actividad no depende Unicamente de este
factor. Por esto también se han realizado estudios que involucran las propiedades de los ligantes
para explicar los resultados de la actividad catecolasa.

La flexibilidad de los ligantes ha mostrado ser uno de los factores influyentes en la reactividad de
los compuestos, donde de acuerdo a los estudios de Kandaswamy y colaboradores de una serie de
ligantes dinucleantes macrociclicos, el incremento en el tamafo del anillo incrementa la
flexibilidad y favorece el fendmeno catalitico ya que facilita la unién al sustrato y la reduccién del
ion metalico [39].

Por ultimo dentro de este enfoque, también se incluyen estudios de la dependencia de la actividad
con el pH, ya que éste puede cambiar la esfera de coordinacién del complejo y por tanto sus
propiedades reactivas. La actividad de la enzima se observa en el intervalo de pH 5-8 (6ptimo a pH
= 8), con un pérdida irreversible de actividad por debajo de pH 4 y por arriba de pH 10. Belle y
colaboradores [34] han publicado la actividad catalitica de una serie de complejos con ligantes
derivados del fenol cuyas estructuras se interconvierten con el pH del medio. (Figural.3.7). De
estas tres especies en disolucion, Unicamente la especie con el puente OH™ presenta actividad
catecolasa, misma que atribuyen a la corta distancia Cu-Cu en ésta y a la capacidad del grupo
hidroxo de asistir la desprotonacién del sustrato facilitando su coordinacién a los centros
metalicos con el consecuente aumento en la actividad catalitica.

Figura 1.3.7. Especies en equilibrio dependientes del pH [34].

Existen otros grupos de investigaciéon que también han observado un incremento en la actividad
catecolasa de complejos de cobre a valores de pH en los que estd presente la especie hidroxilada,
para lo cual también sugieren que el grupo OH asiste la desprotonacidn del catecol. Neves y
colaboradores hacen una propuesta de este tipo para un complejo dinuclear de Cu(ll) con el
ligante HTPPNOL [42] , que a diferencia de Belle et al [34] proponen que el ion hidréxido no se
encuentra coordinado como puente, sino coordinado en la posicidn apical.
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También Casella y colaboradores encontraron un comportamiento similar para los complejos
dinucleares de Cu(ll) con el ligante L55 [43]. Los estudios de la influencia del pH en la velocidad de
reaccion muestran un maximo de velocidad alrededor de pH 7 mientras que a valores de pH
superiores e inferiores la velocidad decrece significativamente (Figura 1.3.8, izquierda). Este valor
de pH, de acuerdo al diagrama de distribucidn de especies (Figura 1.3.8, derecha), es en el cual se
tiene la mayor abundancia posible de la forma monohidroxilada del complejo, por lo que
proponen a ésta como la especie activa.

Figura 1.3.8. Izquierda: Dependencia en el pH de la velocidad del primer () y sequndo ( ®) paso de la
oxidacion del H,DTBC (2 mM) catalizada por [Cu,L55]" (6 UM) en la mezcla de disolventes 75%
metanol/glicerol (7/1) y 25% (v/v) disolucion acuosa de buffer HEPES (50 mM) [43]. Derecha: diagrama de
distribucion de especies del sistema 2Cu/L55 en funcién del pH en la mezcla acetonitrilo-agua: (a)
[Cu(L55)(H;0),]""; (b) [Cu(L55)(H;0)(OH)I”'; (c) [Cu(L55)(OH),]"[48].

Estudios cinéticos

La mayoria de los trabajos relativos a la actividad catecolasa incluyen estudios cinéticos que
evaluan la dependencia de la velocidad de reaccidon en las concentraciones de las especies
involucradas (complejo, sustrato, O,), asi como en la adiciéon de algun reactivo (perdxido de
hidrégeno).

Generalmente se ha encontrado un  comportamiento tipo  Michaelis-Menten
[17,19,20,22,24,25,37,42,45,46]) al variar la concentracion del sustrato; mientas que para la
variacion de la concentracidn del complejo, una dependencia lineal correspondiente a una cinética
de primer orden en el catalizador.

Algunas excepciones pueden encontrarse como el caso de Casella y Selmeczi, donde observaron
una cinética de orden cero al sustrato y una dependencia en la concentracién del oxigeno
molecular, lo que indica la existencia de un paso determinante de reaccién distinto [20,22].

Casella y colaboradores, reportan la posibilidad de formacién tanto de agua como perdxido de
hidrégeno como productos laterales de la reaccion catalitica [20]. La produccion de perdxido de
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hidrégeno ha sido observada sélo en algunos casos [17,22,37,49,50], sin embargo, el mecanismo
de formacién exacto de éste no se conoce completamente. En algunos casos la formacién esta
relacionada con la deteccidn de especies intermediarias semiquinona en la reaccién catalitica
[26,49,51].

Los estudios de Meyer [17] y Casella [52] en los aductos complejo de cobre(ll)-catecolato indican
qgue el catecolato puede unirse sélo a uno de los dos iones metdlicos, especialmente cuando la
distancia metal-metal es larga. En este caso, sélo un electron es transferido resultando en la
formacién de una especie de valencia mixta Cu(ll)Cu(l)-semiquinonato. Con esta propuesta, sélo
uno de los iones de cobre(ll) participaria en la transferencia electrénica, mientras que el otro sélo
desempenaria un papel estructural. Sin embargo la poca informacidn que hay al respecto no
permite aceptar o rechazar esta opcion.

Por otro lado, también se encuentran en la bibliografia estudios de la influencia del perdxido de
hidrégeno en la reaccidn catalitica [20,21,26]. En general, este reactivo puede participar en el ciclo
catalitico reoxidando a las especies reducidas de cobre(l) compitiendo con el oxigeno molecular.

1.4. Compuestos dinucleares de cobre(ll) con ligantes derivados del
imidazol

Tomando en cuenta que el sitio activo de la catecol oxidasa estd constituido por dos iones de
cobre(ll) coordinados a residuos imidazoélicos de histidina, en el grupo de investigacion se han
evaluado una serie de complejos dinucleares de cobre(ll) con distintos ligantes derivados de
imidazol, como sistemas modelo de esta enzima con el interés de entender los factores que rigen
la actividad catecolasa de éstos.

1.4.1. Ligantes dinucleantes

Se han sintetizado diversos ligantes dinucleantes mediante la reaccion de Mannich en medio
basico. Estos se han clasificado de acuerdo a la estructura obtenida como “cerrados” y “abiertos”.
(Figura 1.4.1)
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Figura 1.4.1. Esquema de la reaccion de Mannich en medio bdsico para la obtencion de ligantes “cerrados”
(superior) y “abiertos” (inferior).

La reacciéon de Mannich ha sido ampliamente utilizada para condensar grupos aminometilicos a
anillos imidazdlicos en un solo paso [53] tanto en medio acido como en medio basico. El anillo de
imidazol presenta cuatros sitios posibles de reaccidn (1, 2, 4 y 5); la N-sustitucidn en la posicion 1
se favorece en medio acido, mientras que en medio basico se favorece la C-sustitucién en las
posiciones 2, 4 y 5; dado que en medio basico la sustitucién en el nitrégeno es una reaccion
reversible, se favorece la acumulacién de productos sustituidos en el carbono.

En medio basico, se propone el inicio de la reaccién con la formacién del aminometilol. Este
intermediario puede reaccionar de forma reversible con el anién imidazolato en el nitrégeno, o en
cualquiera de los carbonos de forma préacticamente irreversible.

Los ligantes de tipo “cerrado” se obtienen de una doble adiciéon de dos aminas a dos anillos
imidazélicos en las posiciones 4 y 5, que resulta en la formacidn de un heterociclo de 10 miembros
conocido como anillo diazecina. Por el contrario, los ligantes “abiertos” se obtienen de una sola
adicién de dos aminas primarias a un anillo imidazdlico.

La obtencién de ligantes de un tipo o de otro se ha encontrado que presenta una relacién con la
naturaleza de la amina primaria utilizada. Mientras que al utilizar aminas primarias se obtienen
ligantes de tipo “cerrado”, los de tipo “abierto” se obtienen a partir de aminas provenientes de L-
a-aminodcidos. A continuacion se muestran algunas de las principales aminas utilizadas en la
sintesis de ligantes “abiertos” y “cerrados” en el grupo de investigacion. (Tabla 1.4.1.)
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LIGANTES “CERRADOS” LIGANTES “ABIERTOS”
R =Aminas primarias R = aminas de L-a-aminodcidos
O OH OH OH
s
T o -~ \/\I/go
Glici Propilamina o
icina Fenilalanina Metionina
l \ OH
N OH
N /N (0]
o]
N,N-dimetiletilendiamina 2-(aminometil)piridina Valina Leucina
o)
OH
Y ( on
Isopropilamina Etanolamina Alanina

Tabla 1.4.1. Aminas primarias a partir de las cuales se han sintetizado ligantes en el grupo de investigacion.

1.4.2. Complejos dinucleares de cobre(ll)

Ambos tipos de ligantes presentan dos sitios tridentados capaces de coordinar a dos dtomos de
Cu(ll), con excepcidn de los ligantes obtenidos a partir de propilamina (promeim) e isopropilamina
(isopromeim), que presentan dos sitios bidentados.

En los complejos con ligantes de tipo “cerrado”, cada uno de estos sitios estd conformado por un
nitrégeno del anillo imidazol y un nitrégeno de la amina terciaria del ciclo diazecina. El tercer
atomo donador proviene del residuo de la amina primaria utilizada.

Los ligantes de tipo “abierto” presentan atomos donadores similares con la excepcién de un
nitrégeno de amina secundaria en lugar de la amina terciaria del ciclo diazecina ausente en este
caso.

En ambos casos el numero de coordinacién de los iones de Cu(ll) se completa a un nimero de
cuatro y cinco con moléculas del disolvente o contraiones.

Se han caracterizado diversos complejos dinucleares con ligantes de tipo “cerrado” mediante
difracciéon de rayos X. (Figura 1.4.2 y 1.4.3) Estos presentan similitudes en la esfera de
coordinacién de los dtomos de Cu(ll) y en la conformacién del ciclo diazecina (conformacién de
silla), con la excepcidon nuevamente del ligante promeim (conformacién de bote). (Figura 1.4.3.)
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Figura 1.4.2. Estructuras cristalinas de complejos dinucleares de cobre(ll) con ligantes “cerrados” en los que
se aprecia la geometria de los centros metdlicos de piramide base cuadrada.
Izquierda: [Cuzdimeim(H20)4]4+ [24]. Derecha: [Cu,glimeim (H,0) 4](ClO4)4 [54].

Figura 1.4.3. Estructuras cristalinas de complejos dinucleares de cobre(ll) con ligantes “cerrados”.
Izquierda: [Cuzdimp(H20)4]4+ [25], conformacion de silla. Derecha: [Cu,promeim(AcO)4(H,0)], conformacion
de bote.

Estos complejos se caracterizan por presentar distancias Cu-Cu mayores a 7A; considerablemente
mayores a la distancia publicada para la catecol oxidasa (2.9 A) y a la gran mayoria de los sistemas
modelos de ésta, a pesar de lo cual muestran una actividad catecolasa importante.

Asi también se ha realizado la caracterizacién de algunos de estos complejos mediante resonancia
paramagnética electrénica (RPE) en disolucion congelada a 77 K en MeOH. En los espectros
obtenidos se puede identificar una estructura hiperfina resuelta en la region de g, con siete lineas
discernibles con constantes de acoplamiento cercanas a 78 G. (Figura 1.4.4)

Este comportamiento sugiere un acoplamiento entre los centros metdlicos a pesar de la gran
distancia entre ellos. Espectros similares se han asociado previamente a la interaccién magnética
Cu-Cu en complejos dinucleares con distancias entre los centros de Cu(ll) entre 7.3-8 A [20,54,55].
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Figura 1.4.4. Espectros experimentales de RPE de Izquierda: [Cu,dimp(H,0),](ClO,), en disolucion congelada
de MeOH [25]. Derecha: [Cu,glimeim(H,0) ,](ClO,), en disolucién congelada de DMSO [54].

En cuanto a los complejos dinucleares de cobre(ll) con ligantes de tipo “abierto”, se han aislado
dos tipos de estructuras: una en la que los sitios de coordinacién no son equivalentes, como en el
caso con el ligante leumeim [56], en la que uno de los iones de cobre(ll) se encuentra coordinado a
los tres dtomos donadores de uno de los sitios del ligante, mientras que el otro ion de Cu(ll)
Unicamente a dos; y otra en la que se presenta la formacidn de un puente imidazolato que genera
entornos de coordinacién semejantes, como se obtuvo con el ligante fenmeim [57]. (Figura 1.4.5)

Figura 1.4.5. Estructura cristalina del complejos dinucleares con ligantes “abiertos”.
Izquierda: [Cujleumeim(NO3)(H,0)]NO;. Derecha: [Cu fenmeim(H,0),J".
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1.4.3. Evaluacion de la actividad catecolasa

Los complejos dinucleares obtenidos tanto con ligantes de tipo “abierto” como con ligantes de
tipo “cerrado” se han probado como catalizadores frente a la reaccién de oxidacién del 3,5-di-ter-
butilcatecol (H,DTBC) a la quinona correspondiente (DTBQ) en presencia de oxigeno molecular.
(Figura 1.4.6)

Figura 1.4.6. Esquema de reaccion de oxidacion de 3,5-di-tert-butilcatecol.

Esta reaccion modelo es ampliamente utilizada para la evaluacién de la actividad catecolasa de
una variedad de sistemas modelo debido a su bajo potencial redox [44], la minimizacién de
reacciones laterales gracias al impedimento estérico de los grupos terbutilo y a la facilidad de
seguimiento espectrofotométrico del producto de reaccidon, DTBQ. Una caracteristica importante
de este sustrato es que es insoluble en agua, por lo que los estudios cinéticos se llevan a cabo en
disolventes como MeOH y MeCN o en mezclas de éstos con agua.

De los estudios cataliticos de los complejos obtenidos en el grupo de investigacién, se ha
encontrado un comportamiento lineal con la variacién de la concentracion del complejo y con la
variacion de la concentracién del sustrato un comportamiento tipo Michaelis-Menten [24,25,57-
64]. Dado esto, se emplea este modelo para la obtencién de los pardmetros cinéticos, constante
catalitica, ke, y constante de Michaelis-Menten, Ky, a concentraciones constantes de catalizador y
variantes de sustrato. Asi la eficiencia catalitica se expresa en términos de Ke.i/Ky.

Con la finalidad de entender de mejor manera los factores que rigen la actividad catecolasa de
estos sistemas modelo, se han realizado estudios cataliticos variando condiciones del medio
(mezcla de disolventes MeOH:H,0, MeCN:H,0 y pH) y la estructura del ligante (dtomos donadores,
tipo de ligante) variando el complejo dinuclear de cobre(ll). En la tabla 1.4.2 se presentan
resultados de algunos de los complejos estudiados en el grupo de investigacion.
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Medio Voo X10° | Ky x107 Keae Kear/ K
Complejo

(1:1) (Ms™) (M) (s™) (Ms™)

MeCN:H,0p4- 7.5 7.53 7.26 0.025 3.44

Cu,dimp [25] MeCN:H,0 p-g5 1.15 2.23 0.038 34.37
MeOH:H,0 p- 75 2.36 0.52 0.079 152.61

MeCN:H,0p4- 7.5 4.63 11.90 0.031 2.60

MeCN:H,0 yyi-55 9.77 4.19 0.065 15.53

Cu,dimeim [24]

MeOH:H,0 p- 75 3.05 1.96 0.010 51.99

MeOH:H,0 ,-s0 3.25 1.59 0.108 67.88

Tabla 1.4.2. Parametros cinéticos obtenidos de los estudios cataliticos de dos complejos dinucleares de
cobre(ll) del grupo de investigacion.

Como se puede apreciar, la actividad catalitica resulta mayor en la mezcla MeOH:H,0 que en
MeCN:H,0 para ambos complejos [Cu,dimp]*" y [Cu,dimeim]*, asi también es mayor a valores de
pH mas bdsicos. Este incremento en la actividad a valores mayores de pH se puede asociar con la
predominancia de las formas cataliticas hidrolizadas de los complejos, sin embargo, dada la
disposicion alejada de los centros metalicos, estos grupos hidroxilos no forman un puente como
en el caso de la catecol oxidasa y de otros sistemas modelo. A pesar de ello, la presencia de grupos
OH™ en los complejos [Cu,dimp]* vy [Cu,dimeim]* facilita la desprotonacién del sustrato y la
consecuente union de éste al centro metadlico, incrementando asi la actividad de estos sistemas
modelo.

Ahora bien, al comparar entre ambos complejos, se encuentra que el complejo con el ligante dimp
presenta la mayor eficiencia catalitica, efecto que puede atribuirse a la naturaleza de los atomos
donadores. Estudios anteriores han establecido que los ligantes donadores por oxigeno se enlazan
preferentemente a sitios de cobre(ll) coordinados a ligantes aceptores-m, que a sitios coordinados
a simples donadores-c [65]. De acuerdo a esto, el complejo [Cu,dimp]** presenta mayor actividad
debido a la presencia de grupos piridinicos en la estructura del ligante (aceptores-n) (Figura 1.4.7
izquierda), mientras que el complejo [Cu,dimeim]* grupos donadores - como la etilendiamina
(Figura 1.4.7 derecha).
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Figura 1.4.7. Estructuras propuestas para los complejos [Cu zdimp]4 " (izquierda) y [Cu,dimeim ]4+ (derecha).

Dado que se ha observado una variacidn en la actividad catalitica de los complejos al variar los
grupos donadores, el pH y el disolvente; ahora resulta de gran interés estudiar el efecto del
tamafio de anillo quelato en la actividad, con el objetivo de tener mayor informacién acerca de la
relacidn estructura-actividad y por tanto del mecanismo de accién de estos sistemas modelo.

Con base en esto se plantean los objetivos de este trabajo.
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2. Objetivos e Hipotesis

2.1. Objetivo general

Realizar el estudio mecanistico de dos complejos dinucleares de cobre(ll) analogos a los sistemas
previamente estudiados Cu,dimp y Cu,dimeim, incrementando el tamaiio del anillo quelato.
Este estudio sera abordado desde varios enfoques como la relacidn estructura actividad, estudios
cinéticos y de la unién del sustrato; con la finalidad de entender los factores que rigen la actividad
catecolasa de estos sistemas modelo y tener un mejor acercamiento al mecanismo catalitico.

2.2. Objetivos particulares

e Sintetizar los ligantes diep y dmpa mediante la reaccién de Mannich en medio basico y
caracterizarlos.

e Sintetizar los complejos dinucleares de cobre(ll) de estos ligantes y caracterizarlos
mediante diversas técnicas analiticas.

e Realizar la especiacidn de los sistemas cobre(ll)/ligante en disolucion mediante estudios
potenciométricos de éstos.

e Evaluar la actividad catecolasa de los complejos de cobre mediante la reaccion de
oxidacidn del sustrato 3,5-di-ter-butilcatecol en disolucidn.

e Estudiar la interaccion de los complejos de cobre con el sustrato en ausencia de oxigeno.

e |dentificar el producto de la reducciéon del oxigeno molecular a agua o perdxido de
hidrégeno.

e Comparar el comportamiento catalitico de los complejos de cobre con los observados para
los sistemas analogos antes estudiados Cu,dimp y Cu,dimeim.
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2.3. Hipotesis

El incremento del tamafo de uno de los anillos quelato en los ligantes diep y dmpa, favorecerad la
actividad catecolasa de sus complejos dinucleares de cobre(ll), en comparacién con sus andlogos
Cu,dimp y Cu,dimeim. Este aumento en la actividad catalitica al cambiar un anillo quelato de 5a 6
miembros, se deberd a que los ligantes al ser mas flexibles facilitaran el cambio de geometria de
piramide de base cuadrada para el estado Cu(ll) a la geometria tetraédrica del estado reducido
Cu(l) durante el ciclo catalitico.
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3. Resultados y discusion

3.1. Sintesis y caracterizacion de los ligantes diep y dmpa

A continuacién se discute la sintesis de dos ligantes analogos a los previamente estudiados [24,25]
en los que la cadena lateral se ha alargado en un atomo de carbono.

La sintesis de dichos ligantes, diep y dmpa, se realizé mediante una reaccién de Mannich en medio
basico. Esta reaccidén se muestra en el siguiente esquema.

)\ =

7z

R N7 “NH |
R \_\ — A

)\ H N R=
2 N NH 4 4 Y=o + 2 A I
\—/ H HN™ g S_(/N\ CH
— 3
R LNi dmpa
c

diep

HN N

T

Figura 3.1.1. Esquema de la reaccion de Mannich para la sintesis de los ligantes diep y dmpa.

Hs

La reaccion de Mannich se ha utilizado como un excelente método de un solo paso para la
aminometilacién del anillo imidazélico [53]. El imidazol presenta cuatro sitios posibles de reaccién
(1, 2, 4 y 5). La reactividad de estas posiciones depende del pH del medio en el cual se lleve a cabo
la reaccion. En medio acido se obtienen Unicamente N-sustituciones del anillo imidazdlico
(posicidon 1). En medio basico se forman tanto las N-sustituciones como las C-sustituciones,
obteniéndose una acumulacidn de los productos sustituidos en el carbono ya que este proceso es
irreversible mientras que el proceso de la sustitucion en N es reversible.

Se propone que la reaccion en medio basico involucra la condensacién del carbanién imidazolato,
con el aminometilol formado entre la amina y el formaldehido, ya sea en la posiciéon 1 de manera
reversible o en las posiciones 2, 4 y 5 de manera irreversible.

De acuerdo a estos antecedentes, las reacciones de sintesis se llevaron a cabo en medio bdésico y
partiendo del 2-metilimidazol para favorecer la sustitucién Unicamente en las posiciones 4 y 5 del
anillo imidazolico.
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3.1.1. Sintesis y caracterizacion del ligante diep

Para la sintesis del ligante 2,8-dimetil-5,11-di-(2-etilpiridina)-1,4,5,6,7,10,11,12-octahidroimidazo-
[4,5-h]-imidazo[4,5-c][1,6]diazecina (diep) se hizo reaccionar en medio acuoso 20 mmol de 2-
metilimidazol con 20 mmol de 2-(2-aminoetil)piridina y 60 mmol de formaldehido. Este ultimo se
agregd en un exceso del 50% para incrementar el rendimiento de la reaccion. El pH de la mezcla se
ajusté a 12 y se agregaron 5 mL de etanol para mantener la mezcla traslicida. Se mantuvo bajo
agitacion constante por 48 horas a 70 °C en bafio de aceite y posteriormente a temperatura
ambiente por 2 horas. Se obtuvo el producto puro con un rendimiento del 14.60 %.

Andlisis elemental

Se determiné el porcentaje de carbono, hidrégeno y nitrégeno del ligante diep mediante el analisis
elemental de una muestra de éste. En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos asi
como los valores esperados para este ligante.

Elemento | Calculado | Observado |% Error|
C 59.07 % 59.65 % 0.98 %
H 7.63% 7.81% 236 %
N 21.20% 20.65 % 2.59%

Tabla 3.1.1. Andlisis elemental del ligante diep-4H,0 (C,5H4oNg0.).

Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

En la Figura 3.1.2 se muestra el espectro de IR obtenido para el ligante diep-4H,0, mediante la
técnica de reflectancia ATR.

En este espectro se pueden identificar sefiales caracteristicas de los grupos funcionales contenidos
en la estructura propuesta de este ligante, de acuerdo al nimero de onda y su asociacion a los
modos vibracionales de los atomos correspondientes a estos grupos.
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Figura 3.1.2. Espectro de infrarrojo del ligante diep.

En la tabla 3.1.2 se resumen las asignaciones de las principales bandas presentes en este espectro.

NUmero de onda (cm™) Asignacion Ndmero de onda (cm™) Asignacion
3196 N-H imidazol .
3066 C-H piridina 1571, 1534 C=C imidazol
2952 -CH; imidazol (va) 1474 -CH,- (tijera)
2932 -CHy- (Vas) 1443 -CH; (8.s)
2842 -CH,- (v4) 1377 -CH; (8,)
~1650 C=N imidazol 1005, 864, Anillo aromatico del 2-
1595 C=C piridina 761 metilimidazol

Tabla 3.1.2. Frecuencias de vibracion de las sefiales identificadas en el espectro de IR del ligante diep.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para el ligante diep se llevaron a cabo los experimentos de RMN de 'H y *C empleando como
disolvente D,0 acidulado con DCI. Este ultimo se empled para lograr disolver el ligante.

RMN 'H

Por medio del espectro de RMN 'H se logré identificar y corroborar la estructura del ligante diep.
Las sefiales se asignaron de acuerdo a su multiplicidad, desplazamiento quimico e integracion
relativa. (Figura 3.1.3)
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Figura 3.1.3. Espectro de RMN H del ligante diep (D,0/DCl) (400 MHz).

Las asignaciones realizadas para cada una de estas sefiales se resumen en la siguiente tabla.

Sefial d (ppm) Multiplicidad Integracion J (Hz) Asignacién

a 2.30 Singulete 6 H - Metilos imidazol

b 3.86 Singulete 8H - Metilenos diazecina

c 3.32 Sin resolver 8H - Metlle.n(.)s.oc,B ala
piridina

d 7.76, 7.74 Doblete tripleteado 2H 8,0.8 Piridina

e 8'22 22'22' Triplete dobleteado 2H 8,1.6 Piridina

f 7.63, 7.61 Doblete de tripletes 2H 8,6,1.2 Piridina

g 8.38, 8.37 Doblete de tripletes 2H 6'01;’ Piridina

Tabla 3.1.3. Sefiales observadas en el espectro de RMN de 'H del ligante diep.

En el espectro se pueden apreciar 7 sefiales correspondientes a 7 grupos de hidrégenos del ligante
en ambientes quimicos distintos. La sefial ¢ corresponde a la superposicién de las sefiales de dos
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pares de protones que estan acoplados y presentan un desplazamiento quimico muy similar. La
sefal a 4.48 ppm se atribuye a las moléculas de H,0 provenientes tanto del ligante diep*4H,0
como de H,0 o HDO residual del disolvente.

RMN “C

El espectro de RMN 3C (Figura 3.1.4) corrobord una vez mas la estructura de diep al evidenciarse
11 sefales correspondientes a los atomos de carbono no equivalentes presentes en este ligante.

Figura 3.1.4. Espectro de RMN B¢ del ligante diep (D,0/DCl) (400 MHz).

En la tabla 3.1.4 se detallan las asignaciones realizadas mediante desplazamientos quimicos para
cada una de las sefiales.

Seial S (ppm) Tipo de carbono Asignacion
1 11.03 Primario 2C, metilos imidazol
2 148.22 Cuaternario 2C, posicion 2 imidazol
3 124.83 Cuaternario 4C, posicién 4 y 5 imidazol
4 44 .41 Secundario 4C, metilenos o al imidazol
5 30.10 Secundario 2C, metilenos o a diazecina
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6 53.67 Secundario 2C, metilenos [3 a diazecina
7 141.22 Cuaternario 2C, posicidn 2 piridina
8 127.68 Terciario 2C, posicion 3 piridina
9 147.34 Terciario 2C, posicion 4 piridina
10 125.65 Terciario 2C, posicion 5 piridina
11 152.43 Terciario 2C, posicidn 6 piridina

Tabla 3.1.4. Sefiales observadas en el espectro de RMN de Bc del ligante diep.

3.1.2. Sintesis y caracterizacion del ligante dmpa

El ligante 2,8-dimetil-5,11-di-(dimetilpropilendiamina)-1,4,5,6,7,10,11,12-octahidroimidazo-[4,5-
hlimidazo[4,5-c][1,6]diazecina (dmpa) se sintetizd mediante la reaccion en medio acuoso de 20
mmol de 2-metilimidazol con 20 mmol de 3-(dimetilamino)-1-propilamina y 50 mmol de
formaldehido. Se aumentd la basicidad del medio agregando 2 eq. de KOH. La mezcla de reaccién
se calentd a 60 °C por 78 horas con agitacion continua y posteriormente se precipitd en caliente a
85 °C. Se obtuvo el producto puro con un rendimiento del 9.62 %.

Analisis elemental

Por medio del analisis elemental se determinaron los porcentajes de C, H y N en una muestra del
ligante dmpa, encontrandose que dichos porcentajes concuerdan con una molécula de agua por
cada molécula del ligante. En la tabla 3.1.5 se muestran los valores observados y los calculados
para el ligante monohidratado.

Elemento | Calculado | Observado |% Error|
C 60.80 % 60.50 % 0.49%
H 9.74 % 10.03 % 2.98 %
N 25.78 % 25.53% 0.97 %

Tabla 3.1.5 Andlisis elemental del ligante dmpa-H,0 (C,,H,,N3g0).
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Espectroscopia de infrarrojo

El espectro FTIR por reflectancia ATR del ligante dmpa-H,0 se muestra en la Figura 3.1.5. De Ia
misma manera que para el ligante diep, las sefales observadas en el espectro coinciden con los
grupos funcionales presentes en la estructura propuesta del ligante. Las principales sefales y su
asignacion se muestran en la tabla 3.1.6.
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Figura 3.1.5. Espectro de infrarrojo del ligante dmpa-H,0.

NUmero de onda (cm™) Asignacion NUmero de onda (cm™) Asignacion
3216 N-H imidazol 1604 C=C imidazol
2967 -CH; 1540 N-H imidazol ()
2937 -CHy- (Vas) 1443 -CHs (3a)
2855 -CH,- (vs) 1380 -CH; ()

2818, 2770, 1165, 1044 C-N amina alifatica
R-N(CHs), : —
2755 960, 772, Anillo aromético del 2-
~1640 C=N Imidazol 687 metilimidazol

Tabla 3.1.6. Sefiales identificadas en el espectro de IR del ligante dmpa.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para la caracterizacion del ligante mediante RMN se llevaron a cabo los experimentos de 'H y °C
utilizando como disolvente D,0 acidulada con DCl para lograr disolver el ligante.
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RMN 'H

En la Figura 3.1.6 se muestra el espectro de RMN 'H del ligante dmpa. En éste se observan 6
sefales correspondientes a los protones no equivalentes de la molécula del ligante. El nimero de
sefales, asi como su integracion concuerdan con lo esperado. En la tabla 3.1.7 se enlistan las
sefales y su asignacién correspondiente de acuerdo a su multiplicidad, integraciéon vy
desplazamiento quimico.

Figura 3.1.6. Espectro de RMN “H del ligante dmpa (D,0/DCl) (400 MHz).

Sefal d (ppm) Multiplicidad Integracion J (Hz) Asignacion
a 2.20 Singulete 6 H - Metilos imidazol
b 3.24 Singulete 8 H - Metilenos diazecina
c 3.11, 3.09, 3.07 2 dobletes aH 76 Metl!enos.a ala
traslapados diazecina
1.96,1.94,1.92, . Metilenos 3 a la
d 1.90, 1.88 Quintuplete 4H 75 diazecina
e 2.81,2.79,2.78 Triplete 4H 7.2 Metilenos v a la
diazecina
f 2.73 Singulete 12 - Metilenos de

dimetilamina

Tabla 3.1.7. Sefiales observadas en el espectro de RMN de "H del ligante dmpa.
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RMN “C

El espectro de RMN *C (Figura 3.1.7) muestra 8 sefiales que concuerdan con los d&tomos no
equivalentes de carbono presentes en el dmpa. De esta manera se tiene otra evidencia que
corrobora la estructura del ligante. Las sefiales y su asignacién de acuerdo al desplazamiento
guimico se detallan en la tabla 3.1.8.

Figura 3.1.7. Espectro de RMN Bc del ligante dmpa (D,0/DCl) (400 MHz).

Seial S (ppm) Tipo de carbono Asignacion

1 12.66 Primario 2C, metilos imidazol

2 146.81 Cuaternario 2C, posicion 2 imidazol

3 128.50 Cuaternario 4C, posicién 4 y 5 imidazol
4 44.50 Secundario 4C, metilenos a al imidazol
5 56.26 Secundario 2C, metilenos a a diazecina
6 22.63 Secundario 2C, metilenos [3 a diazecina
7 52.49 Secundario 2C, metilenos vy a diazecina
8 42.85 Primario 4C, metilos de dimetilamina

Tabla 3.1.8. Sefiales observadas en el espectro de RMN de Bc del ligante dmpa.
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3.2. Sintesis y caracterizacion de los complejos Cu,L

Los ligantes sintetizados diep y dmpa presentan dos sitios para la coordinacidén de iones metalicos,
cada uno conformado por 3 donadores por nitrégeno.

Dichos ligantes al poseer un 4tomo de carbono mds en su cadena lateral, en comparacién con sus
analogos dimp y dimeim respectivamente [24,25] dan lugar a un anillo quelato de 6 y otro de 5
miembros, a diferencia de los dos anillos quelatos de 5 miembros a los que daban lugar los
anteriores. (Figura 3.2.1.)

[Cu,diep]** [Cu,dmpa]**

Figura 3.2.1. Estructura general de los complejos dinucleares de cobre(ll) obtenidos con los ligantes diep y
dmpa.

Para la sintesis de los complejos dinucleares de cobre(ll) con los ligantes diep y dmpa se variaron
tanto los contraiones de la sal del metal, asi como el disolvente utilizado, con la finalidad de
observar la influencia de ambos factores en la composicién de los complejos. Se sabe que los
contraiones pueden coordinarse o no al centro metdlico y este proceso a su vez depender del
disolvente empleado.

Es por esto que en la reaccién de sintesis se utilizaron sales de nitratos y percloratos de cobre(ll)
mezcladas en cantidades estequiométricas con los ligantes en agua o metanol como disolvente.

Como se muestra en la Figura 3.2.1, se coordina un atomo de cobre(ll) en cada uno de los sitios
tridentados de la molécula del ligante. La esfera de coordinacién se completa a un total de 5
ligantes con dos moléculas de disolvente o aniones de la sal metalica; dando asi lugar a una
geometria de piramide base cuadrada para cada centro metalico.

A continuacidn se detalla la obtencién y caracterizacion de los complejos obtenidos para cada
ligante.
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3.2.1. Complejos dinucleares de Cu(ll) con el ligante diep

3.2.1.1. Sintesis y caracterizacion de [Cu,diep(H,0);](Cl04)4:2H,0

Para la sintesis de este complejo se disolvieron 0.25 mmol de Cu(ClO,),*6H,0 en agua y se le
adicionaron 0.5 eq. del ligante diep. La intensidad del color de la disolucién se fue incrementando
paulatinamente con la adiciéon del ligante a la disolucidon de cobre(ll). Después de evaporacion
completa del disolvente se obtuvo un sdlido cristalino del cual se logré aislar un monocristal color
verde oscuro apropiado para la difraccidn de rayos X.

El sdélido cristalino se caracterizé por andlisis elemental y espectroscopia de infrarrojo, mientras
que el monocristal se caracterizé mediante difraccidn de rayos X.

Analisis elemental

Del andlisis elemental se obtuvieron los porcentajes de carbono, hidrégeno y nitrégeno presentes
en una muestra del complejo obtenido a partir de Cu(ClO,),. Los valores obtenidos, presentados
en la tabla 3.2.1, corresponden al complejo dinuclear [Cu,diep]** con 4 iones perclorato y 6
moléculas de agua. Se propone la férmula [Cu,diep(H,0),](Cl0,),-2H,0, dada la evidencia de la
banda caracteristica en IR de perclorato idnico.

Elemento | Calculado | Observado |% Error|
C 28.66 % 28.30% 1.26 %
H 4.07 % 4.11% 0.98 %
N 10.28 % 10.20% 0.78%

Tabla 3.2.1. Andlisis elemental para el complejo [Cu,diep(H,0)4](Cl04)4:2H,0 (Css Has Cly Cuy Ng O55).

Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

El espectro de IR/ATR del complejo presenta bandas identificadas previamente como
caracteristicas del ligante diep, asi como nuevas bandas en 1082, 1055 y 619 cm™
correspondientes a percloratos idnicos [66].

En la Figura 3.2.2 se presenta el espectro obtenido para este compuesto; y la asignacion de las
principales bandas, asi como su comparacién con las del ligante, se detallan en la tabla 3.2.2.
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Figura 3.2.2. Espectro de IR del compuesto [Cu,diep(H,0)4](ClO,)+2H,0.

En este espectro las bandas correspondientes a la vibracidon de los grupos funcionales del ligante
se encuentran ligeramente desplazadas de su frecuencia original debido a la coordinacién de los
iones metalicos. También es importante mencionar que algunas bandas de menor energia del
ligante no son posibles de identificar ya que las sefiales debidas a los percloratos son
significativamente intensas y anchas.

Ndmero de onda (cm™) Ndmero de onda (cm™)
Asignacion
[Cu,diep(H,0),](Cl0,)4-2H,0 diep
~3200 N-H imidazol 3196
~3100 C-H piridina 3066
~2900 -CH; imidazol (v) 2952
1632 C=N imidazol 1650
1456 'CH3 (8as) 1443
1083, 1055, 620 ClO, idnico

Tabla 3.2.2. Frecuencias de vibracion de las sefiales identificadas en el espectro de IR del compuesto
[CUZdlep(H20)4](clO4)42H20

El intervalo de frecuencias de vibracion informado para percloratos idnicos en compuestos de
coordinacién es variable de acuerdo a la sal o complejo estudiado [66] y va desde 1040 cm™ hasta
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1170 cm™. Las bandas observadas en el espectro del complejo en cuestién se encuentran dentro
de este intervalo y dado que estos iones son poco coordinantes en competencia con el agua, se
identifican como percloratos idnicos.

Difraccion de rayos X

La estructura molecular del complejo sélido aislado consiste en el cation del complejo dinuclear de
cobre(ll) [Cu,diep(H,0)4]*, cuatro contraiones CIO, y dos moléculas de agua no coordinadas. La
estructura obtenida del catién complejo se muestra en la Figura 3.2.3 y en la tabla 3.2.3 algunas
longitudes de enlace y dngulos seleccionados.

El compuesto cristaliza en el grupo espacial monoclinico P21/c, en el que se encuentran dos
unidades del complejo por celda unitaria.

Este compuesto contiene dos centros de cobre(ll) coordinados por una molécula de ligante diep a
una distancia de 7.457 A y cuatro moléculas de agua coordinadas. La esfera de coordinacion
alrededor del ion Cul se puede describir como pirdmide base cuadrada distorsionada, con los
atomos N4, N10, N15, provenientes del ligante, y Olw de una molécula de agua, ocupando las
posiciones del plano base. La posicién apical es ocupada por un dtomo de oxigeno O2w de otra
molécula de agua coordinada a una distancia de 2.268 A. Las distancias cobre-nitrégeno no son
equivalentes, para los nitrégenos imidazdlico (N10) y piridinico (N15), las distancias al ion Cul son
iguales (1.993 A); mientras que el nitrégeno alifatico N4 se encuentra a una distancia mayor, de
2.132 A; alin mayor que la distancia Cul-O1w (2.007 A).

Figura 3.2.3. Estructura de rayos X del cation [Cuzdiep(H20)4]4+. Derecha: esfera de coordinacion del ion de
cobre(ll).
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[Cu.diep(H20)4](Cl0,)42(H,0)

Cul-N15 1.993(3) Cul- Cu2 7.457

Cul-N10 1.993(2) Cul-N4 2.132(2)

Cul-0O1 2.007(2) Cul-O2w 2.268(3)
N15-Cul-N10 173.01(11) 01-Cul-N4 168.45(10)
N15-Cul-01 90.31(11) N15-Cul-02 90.74(11)
N10-Cul-01 93.46(10) N10-Cul-02 95.19(10)
N15-Cul-N4 92.67(10) 01-Cul-02 89.20(11)
N10-Cul-N4 82.51(9)

Tabla 3.2.3. Distancias de enlace [A] y dngulos [°] seleccionados para el complejo
[CUZdiep(H20)4](C/O4)4'2H20.

La composicién del monocristal concuerda con la estructura propuesta para el complejo por
analisis elemental.

3.2.1.2. Sintesis y caracterizacion de [Cu,diep(NO3s),]

La mezcla de dos equivalentes de Cu(NOs),-2.5 H,0 y un equivalente de ligante diep en H,0 dio
como resultado la formacidn de microcristales color azul oscuro.

Al igual que para el compuesto anterior, se realizaron los andlisis necesarios para la caracterizacion
del sélido obtenido.

Analisis elemental

En la tabla 3.2.4 se muestran los resultados arrojados por el analisis elemental de C, H y N del
compuesto. Estos porcentajes corresponden al complejo dinuclear [Cu,diep]** vy cuatro iones
nitrato; los cuales se proponen estén coordinados al centro metalico dada la evidencia de bandas
en el IR correspondientes a iones coordinados. La formula propuesta para este compuesto es
[Cu,diep(NO3)4].
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Elemento | Calculado | Observado |% Error|
C 37.54% 37.55% 0.03 %
H 3.88% 4.01 % 335%
N 20.21 % 20.05 % 0.79 %

Tabla 3.2.4. Andlisis elemental para el complejo [Cu,diep(NO3)4] (Co6H3,CusN1,015).

Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

En el espectro de IR obtenido por reflectancia ATR (Figura 3.2.4) se pueden identificar sefales
correspondientes al ligante, asi como bandas caracteristicas de iones nitrato presentes en el
compuesto. Las bandas correspondientes a la vibracién de los grupos funcionales de los dtomos
donadores del ligante se encuentran desplazadas de su frecuencia original debido a la
coordinacién de los iones Cu(ll).
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Figura 3.2.4. Espectro de IR del compuesto [Cu,diep(NO3),].

Estd informado en la literatura que los nitratos coordinados presentan tres intervalos de
frecuencias de vibracién (cm™: 1630 — 1420, 1340 — 1162 y 1041 — 963), mientras que nitratos
idnicos un Unico intervalo considerablemente distinto (cm™: 1405 - 1370) [66]. Las bandas
observadas en el espectro de IR del compuesto en cuestidén corresponden a nitratos coordinados
al centro metdlico, ya que éstas entran en los intervalos correspondientes.
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A continuacidon se presentan las asignaciones de las principales bandas del espectro y su
comparacién con las frecuencias originales del ligante diep. (Tabla 3.2.5)

Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)
Asignacién
[Cu,diep(NO3),4] diep
3206 N-H imidazol 3196
3081 C-H piridina 3066
2952 -CH; imidazol (v) 2952
1613 C=C piridina 1595
1644 C=N imidazol 1650
1444 -CH; (85) 1443
1471, 11303184 1276, NO; coordinado -—-

Tabla 3.2.5. Frecuencias de vibracion de las sefiales identificadas en el espectro de IR del compuesto
[Cu,diep(NO3),].

Conductividad

Aunado a la caracterizacion por IR, el complejo es totalmente insoluble en metanol, lo cual
corrobora la presencia de un complejo eléctricamente neutro incapaz de disolverse en
este disolvente.

3.2.1.3. Espectroscopia UV-Vis

Los complejos de cobre(ll) sintetizados con el ligante diep se analizaron por espectroscopia UV-Vis
tanto en estado sélido como en disolucion.

En la Figura 3.2.5 se presentan los espectros electrénicos de los compuestos con nitratos y
percloratos obtenidos en estado sélido mediante reflectancia difusa y el espectro obtenido en
disolucién 1 mM en metanol del complejo con percloratos.
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Figura 3.2.5. Espectros electronicos UV-Vis en estado sdlido de los complejos (1)
[Cu,diep(H,0),](Cl04)2H,0, (A)[Cu,diep(NO;s).] y en solucién 1 mM en MeOH del compuesto (¥)
[Cu,diep(H,0).4](ClO,4) 4 2H,0.

En los espectros obtenidos en estado sdélido se observa una banda de absorcién en 629 nm debido
a las transiciones d-d de los iones Cu(ll); independientemente del contraidon presente en el
complejo dinuclear de cobre(ll).

Este maximo de absorcién se desplaza a menores energias (670 nm) al disolver el sélido en
metanol. De este espectro se determind el valor del coeficiente de absortividad molar del
complejo, obteniéndose un valor e= 162.65 M™cm™ a 670 nm.

3.2.1.4. Resonancia paramagnética electrénica (RPE)

Se caracterizaron los complejos sintetizados [Cu,diep(H,0)4](Cl0O4)s2(H,0) y [Cu,diep(NOs),]
mediante estudios de resonancia paramagnética electrdnica (RPE). El espectro del compuesto con
percloratos se adquirié de una disolucidn congelada a 77 K de metanol de este complejo; mientras
que el espectro del complejo con nitratos se adquirid de la muestra sélida a temperatura
ambiente dado que este complejo es insoluble en metanol. Los espectros obtenidos se presentan
en la Figura 3.2.6.
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Figura 3.2.6. Izquierda: Espectro de RPE de disolucion congelada de metanol de
[Cudiep(H,0)4](Cl0,4)4-2(H,0). Derecha: Espectro de RPE de [Cu,diep(NO;)4] en estado sélido a temperatura
ambiente.

Para los complejos con el ligante diep tanto con percloratos como con nitratos se obtienen
espectros de RPE axiales. En el espectro obtenido en disolucion congelada de metanol del
complejo con percloratos (Figura 3.2.6, izquierda), se puede identificar una estructura hiperfina
resuelta con siete lineas distinguibles, caracteristicas para complejos dinucleares de cobre(ll). El
espin nuclear de los dos isétopos de cobre (**Cu 'y ®Cu) es igual a 3/2, por lo que la interaccién de
un electréon con dos nucleos equivalentes de cobre resulta en el desdoblamiento de siete
componentes, observables en el espectro izquierdo de la Figura 3.2.6. Este comportamiento
sugiere un acoplamiento magnético entre los centros metalicos a pesar de presentar distancias
Cu(1)-Cu(ll) mayores a 7 A.

Espectros similares se han asignado previamente a la interacciéon de intercambio entre los dos
sitios de cobre(ll) en complejos dinucleares con distancias entre los centros metalicos de 7.3-8 A
[20,54,55].
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3.2.2. Complejos dinucleares de Cu(ll) con el ligante dmpa

3.2.2.1. Sintesis y caracterizacion de [Cu,dmpa (NOs)4]-H,0

Se disolvieron 0.25 mmol de Cu(NOs),:2.5 H,0 en metanol y se le adicionaron 0.5 eq. del ligante
dmpa. En seguida de la adicidn total del ligante, precipité un polvo fino verde claro. Después de la
evaporacién completa del disolvente se obtuvieron dos sdlidos distintos, distinguibles por la
diferencia en el color y la apariencia. Mientras que un sélido estaba conformado por microcristales
verde claro, el otro era un vidrio verde oscuro. Estos solidos distintos se encontraban
perfectamente separados, donde el sélido verde claro se encontraba en el centro del vaso
formando un circulo delimitado por el sélido verde oscuro.

Estos se lograron separar y se caracterizaron mediante las mismas técnicas que los complejos
antes descritos, sin embargo se presentan a continuacion Unicamente los resultados del sélido que
corrobord la composicion del complejo esperado; en este caso el sélido microcristalino verde
claro.

Analisis elemental

De los resultados obtenidos del estudio de analisis elemental de C, H y N (tabla 3.2.6) se sabe que
el complejo [Cu,dmpal* en estado sélido presenta cuatro iones nitrato y una molécula de agua.
Por el espectro de IR se propone la formula [Cu,dmpa (NOs)4]-H,0, en la que los iones nitrato se
encuentran dentro de la esfera de coordinacion.

Elemento | Calculado | Observado |% Error|
C 32.63% 32.89% 0.79
H 5.23% 531% 1.53
N 20.76 % 20.32% 2.19

Tabla 3.2.6. Andlisis elemental para el complejo [Cu,dmpa(NO3)4]*H,0 (CH4,Cu,N1,0;3).

Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

El espectro de IR obtenido por reflectancia ATR corrobora la estructura de este complejo al
presentar bandas correspondientes al ligante desplazadas por la presencia de los iones metalicos y
nuevas bandas debidas a los iones nitrato. Se presenta el espectro de IR del compuesto en la
Figura 3.2.6.
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Figura 3.2.6. Espectro de IR del compuesto [Cu,dmpa(NOs),]*H,0.

400.0

En este espectro se observan sefiales alrededor de 1275, 1435y 1016 cm™, las cuales de acuerdo a
lo informado en literatura [66], corresponden a nitratos dentro de la esfera de coordinacion.

De igual manera que para los anteriores complejos, las sefiales de los grupos funcionales que
incluyen a los &tomos donadores del ligante se encuentran desplazadas de las obtenidas para el
ligante libre, debido a la coordinacion de cobre(ll). En la tabla 3.2.7 se detallan las asignaciones
realizadas de las bandas principales y su comparacion con las bandas correspondientes en ligante

libre.

Tabla 3.2.7. Frecuencias de vibracion de las sefiales identificadas en el espectro de IR del compuesto

Numero de onda (cm™) Ndmero de onda (cm™)
Asignacion
[Cu,dmpa (NO3).]°H,0 dmpa
~3230 N-H imidazol 3216
~2780 R-N(CH3), 2770
1636 C=N imidazol 1640
1547 N-H imidazol (d) 1540
1390 -CH; (8,) 1380
1435, 11?6112’ 1275, NO; coordinado -
1168, 1041 C-N amina alifatica 1165, 1044

[CUdepa(NO3)4]°H20.
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Conductividad

Se intentd realizar mediciones de conductimetria en metanol. Sin embargo en metanol no fue
posible realizar dichas mediciones ya que el complejo es totalmente insoluble en este disolvente,
lo cual concuerda con el complejo eléctricamente neutro propuesto anteriormente por la
caracterizacion por espectroscopia IR.

3.2.2.2. Sintesis y caracterizacion de [Cu,dmpa (H,0),](ClO,4)4:2H,0

Para la sintesis de este complejo se mezclaron 2 equivalentes de Cu(ClO,4),:6H,0 con un
equivalente de ligante dmpa en metanol. Se dejé evaporar por completo el disolvente y se obtuvo
en mayor proporcién un sdlido fino color azul oscuro y en menor proporcidn, Unicamente en las
paredes del vaso, un sélido azul claro.

A continuacidn se presenta Unicamente la caracterizacién del sélido que corrobord la composicién
del complejo deseado, en este caso el azul oscuro.

Andlisis elemental

Del estudio de analisis elemental de C, H y N se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla
3.2.8. Estos porcentajes concuerdan con el complejo dinuclear de cobre(ll) de este ligante con
percloratos hexahidratado.

Elemento | Calculado | Observado |% Error|
C 25.18 % 24.78 % 1.69
H 4.99 % 4.89 % 2.10
N 10.68 % 10.62 % 0.56

Tabla 3.2.8. Andlisis elemental para el complejo [Cu,dmpa(H,0),](ClO,4),4-2H,0.

La férmula propuesta para este compuesto es [Cu,dmpa(H,0),](ClO,)4-2H,0, con base en los
estudios posteriores de IR.

Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

En el espectro de IR obtenido por reflectancia ATR (Figura 3.2.7) se identifican bandas
correspondientes al ligante dmpa, las cuales se encuentran ligeramente desplazadas de su
frecuencia original debido a la formaciéon del complejo.
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Ademas de corroborarse la formacion del complejo, se confirma la presencia de percloratos en el

compuesto sélido al observarse una banda intensa en 1058.47 cm™.

La asignacion de estas sefiales y su comparacion con las del ligante libre se presentan en la tabla

3.2.9.
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Figura 3.2.7. Espectro de IR del compuesto [Cu,dmpa(H,0),](ClO,4),:2H,0.

todas las sefiales correspondientes al ligante ya que muchas de ellas quedan inmersas.

T
600

Numero de onda (cm™) Ndmero de onda (cm™)
Asignacion
[Cu,dmpa(H,0).](Cl0,.)4:2H,0 dmpa
~3268 N-H imidazol 3216
~2810 R-N(CH;), 2770
1632 C=N imidazol 1640
1544 N-H imidazol (J) 1540
1413 -CH; (8,) 1380
1058, 619 ClO,4 idnico -

Tabla 3.2.9. Frecuencias de vibracion de las sefiales identificadas en el espectro de IR del compuesto

[CUzdmpa(H20)4](C/O4)4'2H20.
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Al igual que para el complejo [Cu,diep(H,0)4](ClO4)s-2H,0,la banda en 1058.47 cm™ entra en el
intervalo de perclorato iénico informado [66]. A pesar de que el complejo con dmpa se sintetizd
en metanol, se tiene la presencia de moléculas de agua provenientes de la sal de cobre
hexahidratada; las cuales se coordinan preferentemente a los centros metdlicos dejando fuera de
la esfera de coordinacién a los percloratos.

3.2.2.3. Espectroscopia UV-Vis

Al igual que para los complejos con el ligante diep, se caracterizaron los complejos dinucleares de
cobre(ll) sintetizados con el ligante dmpa por medio de espectroscopia UV-Vis.

Se adquirieron los espectros electrénicos de los complejos con nitratos y percloratos en estado
solido y en disolucidon de metanol. Los espectros obtenidos se muestran en la Figura 3.2.8.

Figura 3.2.8. Espectros electronicos UV-Vis en estado sélido por reflectancia difusa de los complejos (M)
[Cu,dmpa(H,0).4](Cl04)4:2H,0, (A)[Cu,dmpa(NOs).J-H,0 y en disolucion 1 mM en MeOH del compuesto (¥ )
[Cu,dmpa(H,0)4](Cl04)4:2H,0.

Para los complejos en estado sélido se observan bandas de absorcidn debidas a las transiciones d-
d de los iones de Cu(ll), en 628 nm para el complejo [Cu,dmpa(H,0),](Cl0,)4:2H,0 y en 703 nm
para el complejo [Cu,dmpa(NOs),]-H,0. En el espectro electronico de este ultimo complejo se
aprecia que esta banda no presenta una forma uniforme debido a la presencia de un maximo de
menor intensidad alrededor de 900 nm. Esto sugiere la existencia de dos especies de cobre(ll) con
entornos de coordinacion distintos, cuyas sefales se encuentran traslapadas.
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Este fendmeno, aunado a la dificultad en la sintesis de los complejos dinucleares de cobre(ll) con
este ligante, sugieren fuertemente la presencia de mas de una especie compleja en equilibrio.
Adicionalmente se realizaron estudios de resonancia paramagnética electrdnica, presentados en la
seccion 3.2.2.3, que ayudan a sostener esta idea.

De los complejos dinucleares obtenidos anteriormente en el grupo de investigacion, incluido el
complejo presentado en este proyecto con el ligante diep, la esfera de coordinacion de los sitios
de Cu(ll) se puede describir como pirdmide base cuadrada con los tres atomos donadores del
ligante ocupando posiciones del plano base [24,25,54,58]. En el caso de los complejos con dmpa,
se sugiere que este ligante pueda coordinar al cobre(ll) de dos maneras; una en la que los tres
atomos donadores de cada sitio del ligante ocupen posiciones ecuatoriales de la pirdmide de base
cuadrada (Figura 3.2.9, izquierda), y otra en la que Unicamente dos de los dtomos donadores se
encuentren en esta posicion mientras que el restante, proveniente de la cadena lateral, se
encuentre ocupando la posicidn apical de dicha geometria (Figura 3.2.9, derecha)

AN

\\N--;C:uer"NéNH

Figura 3.2.9. Representacion de los posibles modos de coordinacion de los centros de cobre(ll) en los
complejos con el ligante dmpa, en donde el dtomo donador N de la cadena lateral del ligante se encuentra

en posicion ecuatorial (izquierda) o en posicién apical (derecha).

Esto se sugiere con base en la longitud de la cadena lateral del ligante; la cual al poseer un dtomo
de carbono mas que sus analogos en el grupo de trabajo [24,25,54,58], presenta mayor flexibilidad
para ocupar la posicidon apical de la pirdmide de base cuadrada con una longitud de enlace
adecuada N-Cu(ll). Sin embargo, este comportamiento no se observa en su analogo “largo” con el
ligante diep estudiado en este proyecto.

Asi se sugiere que en los complejos con el ligante dmpa existe un equilibrio entre ambos modos de
coordinacion, que se manifiesta como sefiales traslapadas en los espectros UV-Vis, en la obtencién
de mezclas de sdlidos en la sintesis de los complejos de cobre(ll) y la dificultad de obtener
monocristales de éstos.

Por ultimo concerniente a esta caracterizacidn, se determind del espectro adquirido del complejo
[Cu,dmpa(H,0),](Cl0,)4:2H,0 en disolucién de metanol un valor de coeficiente de absortividad
molar a 683 nm igual a 152.13 M'ecm™.
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3.2.2.4. Resonancia paramagnética electrénica (RPE)

Se obtuvo el espectro de resonancia paramagnética electrénica del complejo sintetizado
[Cu,dmpa(H,0),](Cl0,)4:2H,0 en disoluciéon congelada a 77 K de metanol. Adicionalmente se
adquirié el espectro en las mismas condiciones pero de una disolucién del complejo formado in
situ a partir de cantidades estequiométricas del ligante y la sal de cobre(ll).

Para complementar el estudio se obtuvo el espectro de RPE del complejo [Cu,dmpa (NOs),]-H,0,
pero a diferencia de los estudios de los complejos con percloratos que se llevaron a cabo en
disolucién, éste se realizd en estado sélido a temperatura ambiente ya que el complejo con
nitratos es insoluble en metanol. Los resultados de dichos estudios se presentan en la Figura
3.2.10.

g:= 2.076

g2= 2.013

Figura 3.2.10. Arriba: Espectros de RPE de disolucion congelada de metanol del complejo sintetizado
[Cu,dmpa(H,0),](Cl0,),-2H,0 (izquierda) y del complejo formado in situ (derecha).
Abagjo: Espectro de RPE del complejo [Cu,dmpa(NO3),]*H,0 en estado sdlido a temperatura ambiente.
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Al comparar los espectros obtenidos en disolucion del complejo con percloratos (Figura 3.2.10,
arriba), se observa que ambos presentan una estructura hiperfina no resuelta; siendo mds notorias
estas anomalias para el complejo formado in situ en comparacion con el espectro del complejo
redisuleto [Cu,dmpa(H,0),](Cl0,)4:2H,0. Por otro lado, el espectro rémbico obtenido del complejo
con nitratos [Cu,dmpa (NOs),]-H,O (Figura 3.2.10, abajo) también muestra irregularidades en las
sefiales.

Este comportamiento en resonancia paramagnética electrénica indica la presencia de mas de una
especie magnética en los complejos con el ligante dmpa; que en concordancia con los estudios UV-
Vis, sugiere una vez mas la existencia de dos especies de cobre(ll) en equilibrio con entornos de
coordinacién no equivalentes.

Asi se tiene una evidencia adicional para sugerir que el ligante dmpa puede coordinar de dos
maneras a los atomos de cobre(ll); ya sea con el &tomo donador de la cadena lateral en la posicion
apical o en posicidn ecuatorial.
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3.3. Especiacion en disolucion de los sistemas L/Cu,L

La especiacién de los sistemas en disolucién resulta de gran importancia ya que los estudios
cataliticos y mecanisticos de los complejos se llevan a cabo en disoluciéon. Por lo cual, conocer la
naturaleza de las especies complejas presentes a las condiciones cataliticas brinda informacion util
para el entendimiento de la reactividad y comportamiento de los sistemas [43,48].

Como se presentard mas adelante (seccién 3.4), los estudios cataliticos de los complejos descritos
en este trabajo se llevaron a cabo en la mezcla de disolventes MeOH:H,0 y se observa una
dependencia de la actividad de los complejos con la acidez del medio. Por tal motivo la
especiacién de estos sistemas en disolucion se realizé mediante estudios potenciométricos en ese
mismo medio y en funcién del pH. Sin embargo, para realizar determinaciones de pH en este
medio se requirid de un tratamiento para la calibracién del electrodo, mismo que se detalla en el
capitulo 5.

Los datos obtenidos de dichos estudios se analizaron con el programa Hyperquad 2003 [69] y se
obtuvieron los valores de las constantes de acidez de los ligantes (pK,) y de las constantes de
formacion de los complejos (log B). Este programa permite crear un modelo que ajuste una curva
tedrica a la curva de titulaciéon experimental y determinar los equilibrios presentes en disolucion,
asi como sus constantes. La decisién del mejor ajuste estd regida por los pardmetros estadisticos
arrojados para cada refinamiento como lo son el grado de confianza, XZ, que se utiliza como una
prueba de aleatoriedad y la desviacién estandar, o, que se refiere a la bondad de ajuste del
modelo. Asi, una X2<12.60 y una o=1 son indicativos de un modelo estadisticamente adecuado.

Es importante mencionar que previo a los estudios potenciométricos de los ligantes y sus
complejos dinucleares de cobre(ll), se realizaron pruebas de solubilidad de disoluciones de estos
sistemas con sales de dos contraiones distintos, nitratos y percloratos. Para esto se encontré que
el sistema con el ligante diep precipita en un medio con percloratos, mientras que el sistema con
el ligante dmpa en un medio con nitratos. Por esta razén, todas las disoluciones involucradas en
los estudios en disolucidn se prepararon con nitratos para el ligante diep y con percloratos para el
ligante dmpa.
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Determinacion de las constantes de acidez (pK.,)

Las constantes de acidez de los ligantes son necesarias para la posterior determinacién de las
constantes de formacion de los complejos, por lo que se inicid con la especiacién de las especies
acidas del ligante dependientes del pH.

Es importante conocer la estructura de los ligantes para determinar el nimero de sitios posibles
de protonacion de cada uno y asi disefiar mas exitosamente la disolucién a titular. Tanto el ligante
diep como el ligante dmpa presentan 6 sitios posibles para ser protonados, provenientes de 6
atomos donadores por nitrégeno que posee cada uno de ellos (Figura 3.3.1). Por tal motivo, se
prepararon disoluciones acidas de los ligantes (L) con un exceso de acido para asegurar la
completa protonacidn de estos sitios (1 eq. L + 7 eq. H).

H-N NH \\N+ H

_NH *H
H/)_g H
N+ N+
'\I]+
H
- =z *
H-N H-N—__

N°H HN_ _N'H \

N+J\N
N+
H

H

HN 2
T s T
(Hediep)®* (Hgdmpa)®*

Figura 3.3.1. Estructura de los ligantes diep y dmpa totalmente protonados.

Dichas disoluciones preparadas en la mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v, se titularon por triplicado
mediante adiciones de 0.01 mL de una disolucidon acuosa de NaOH 0.01070 M libre de carbonatos,
a temperatura y fuerza idnica constante (25 (+0.05) °Cy 0.1 M respectivamente).

A continuacién se presentan las curvas de valoracion de los ligantes diep y dmpa totalmente
protonados con un exceso de un equivalente de acido y su comparacién con la titulacién de 7
equivalentes de H* estandarizado.
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a) b)

Figura 3.3.2. Curvas de titulacién de una disolucién 1ImM de L + 7equivalentes de H* y una disolucién 7mm
de H* estandarizado; ambas en la mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v, a 25 °C y fuerza iénica 0.1 M. a) L=diep,
H'=HNO; y fuerza iénica 0.1 M de KNO;, b) L=dmpa, H'= HCIO, y fuerza iénica 0.1M de NaClO,.

En ambas gréficas, a) y b), se puede apreciar que la parte final de la titulacion de la disolucién del
ligante coincide con la titulacion de 7 equivalentes de acido fuerte, lo que demuestra que se
titularon por completo los equivalentes de 4cido agregados a la disolucidn del ligante.

También es posible observar en ambos casos que el pH inicial de la disoluciéon del ligante es
superior al pH inicial de la disolucién de acido fuerte. Esto se debe a que a pesar de que ambas
disoluciones tienen la misma acidez total, la acidez libre es distinta. La disolucién del ligante, al
estar éste protonado, presenta una menor concentracién de iones libres H en comparacién con la
disolucién de 4cido fuerte, generando asi un valor inferior de pH para esta ultima.

Por otro lado, si ahora se comparan entre ellas las gréficas a) y b) de la Figura 3.3.2, se puede
notar que las curvas de titulacidn, tanto del ligante como del acido fuerte, inician en un valor
menor de pH para el sistema con el ligante dmpa (grafica b). La diferencia radica en los acidos
empleados para la preparacion de las disoluciones; y es que, aunque tanto el acido nitrico como el
acido percldrico se consideran acidos fuertes en agua, en el medio en el que se llevaron a cabo los
estudios potenciométricos, MeOH:H,0 1:1 v/v, es posible observar una diferencia de acidez de
estos acidos, siendo en este medio el acido perclérico el mas fuerte. De esta manera, el acido
percldrico se desprotona en mayor proporcién que el acido nitrico generando un pH inicial menor
para el sistema con perclérico.
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Una evidencia adicional de la diferencia del nivel de acidez de estos acidos en MeOH:H,0 se tiene
al poder refinar una constante de equilibrio para la desprotonacién de ambos acidos. Este
refinamiento se ha obtenido en el grupo de trabajo mediante la titulacidn del acido fuerte con
NaOH en la mezcla de disolventes. Los datos potenciométricos se analizan mediante el programa
Hyperquad 2003; con el cual al proponer un modelo que considera el equilibrio de disociacion del
acido, se obtiene valor de pK, para cada uno de los acidos.

De dicho refinamiento se ha encontrado un valor de pK, mayor para el acido nitrico (pK, = 2.60) en
comparacion del encontrado para el 4cido percldrico (pK, = 1.86).

A partir de los datos potenciométricos obtenidos para cada ligante se obtuvieron las constantes de
acidez de éstos por medio del programa Hyperquad 2003. En la tabla 3.3.1 se presentan los
valores obtenidos de dichos refinamientos y en la Figura 3.3.3 los diagramas de distribucién de
especies trazados a partir de estos datos mediante el programa MEDUSA [68].

diep dmpa

¥’=1254 =13 |y°=6.24 =097

pK,, = 14.52 + 0.002 pK,, = 13.78 + 0.002

Equilibrio pKa
1. (Hel)® S (HsL)** + H' 3.57+0.05 5.23
2. (HsL)* S (HL)™ + H' 3.73+0.06

3. (Hi)™ S (Hsl)* + H 4.63 +0.04 5.74
4. (Hsl)™ 5 (HL)*" + H' 5.33 +0.04 6.91
5. (HL)* S (HL)' + H* 6.90 +0.03 8.55
6. (H)" & L + H 8.88+0.02 9.44

Tabla 3.3.1. Valores de pK, obtenidos para los ligantes diep y dmpa en MeOH:H,0 1:1 v/v a 25 °Cy fuerza
iénica 0.1 M.

Del refinamiento con el ligante diep fue posible determinar 6 constantes sucesivas de
desprotonacion del ligante, mientras que para el ligante dmpa Unicamente se determinaron 5
constantes de este tipo. Sin embargo, el valor obtenido de pK, de (Hsdmpa)6+ es lo
suficientemente grande como para involucrar dos desprotonaciones equivalentes de este ligante.
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Figura 3.3.3. Diagramas de distribucion de especies para los ligantes diep (superior) y dmpa (inferior) en
MeOH:H,0 1:1, con [L]=1 mM a 25 °Cy fuerza iénica 0.1 M.
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Cabe mencionar que estos estudios no brindan informacion suficiente para la asignacion de las
constantes de acidez a los sitios protonables de cada ligante. Sin embargo es posible proponerlas
con base en los valores descritos en la literatura para estos sitios [69].

El ligante diep contiene dos grupos piridinicos, que se sabe, presentan caracter basico debido al
par electrdnico libre del &tomo de nitrégeno y un valor de pK, alrededor de 5. También se observa
la presencia de aminas terciarias provenientes de la diazecina, las cuales tienen valores de pK,
cercanos a 9. Por ultimo se observa la presencia de anillos imidazdlicos cuyos atomos de nitrégeno
presentan valores de pK, alrededor de 6, para el atomo de nitrégeno no protonado y superiores a
14, para el sitio protonado, el cual no se alcanzd a observar en la titulacién potenciométrica. Estos
dos ultimos grupos funcionales también estan presentes en el ligante dmpa y a diferencia del
ligante diep que contiene piridinas, dmpa presenta otro grupo de aminas terciarias en la cadena
lateral provenientes de la dimetilamina.

En la Tabla 3.3.2 y la Figura 3.3.4 se presentan las asignaciones de las constantes de acidez
propuestas para cada ligante.

+ H-N"" “NH
ZNH _ (Hgdiep)®*
5l+
N
Grupo N+6
pK, . - . +Z
diep dmpa HN_ _N'H H-N |
Y 4 2
1. (Hel)*™"/(HsL)*™
N-Piridinas N-imidazoles
2. (HsL)™"/(Hal)*™
EREW S

3. (HaL)™/(HsL)* o _ o ~\n N . NH (Hedmpa)®*
N-imidazoles | N-dimetilaminas 5 H/)—g
4. (Hal)™/(HoL)* N

o

(HL)* / (HL)* Szfm gj

L . 4 . N
N-diazecinas N-diazecinas o NTH —_

6. (HO) / L \fz 4\

Tabla 3.3.2. Asignaciones propuestas de los pK,s obtenidos para
los ligantes diep y dmpa.

Figura 3.3.4. Asignaciones propuestas de los

pK,s obtenidos para los ligantes diep y dmpa.
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Determinacion de las constantes de formacion (log B)

Para la determinacién de la composicion de los complejos de Cu(ll) en solucién MeOH:H,0, se
realizaron nuevamente titulaciones potenciométricas de disoluciones 1mM de los complejos
dinucleares formados in situ, con 7 equivalentes de acido en la mezcla de disolventes 1:1 (leq L +
2eq Cu® + 7eq H'). Estas se realizaron por triplicado mediante adiciones de 0.01 mL de una
disolucién acuosa de NaOH estandarizada y libre de carbonatos, a 25 °C y fuerza idnica constante
0.1 M.

En la Figura 3.3.5 se muestran las curvas potenciométricas de los sistemas de los ligantes diep y
dmpa en presencia de iones metdlicos y se comparan tanto con la curva obtenida anteriormente
de la disolucion acida del ligante, como con la titulacién de 7 equivalentes de dcido estandarizado.

a) b)

Figura 3.3.5. Curvas de titulacién de disoluciones 1 mM de L + 7equivalentes de H' en ausencia (i) y presencia
de cu** (2 mM) (ii), y una disolucién 7mM de H* estandarizado (iii); todas en la mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v, a
25 °Cy fuerza iénica 0.1 M. a) L=diep, H'=HNOj; y fuerza iénica 0.1 M de KNO;, b) L=dmpa, H'= HCIO, y
fuerza iénica 0.1M de NaClO,.

En estas curvas es posible notar nuevamente la diferencia del nivel de acidez de los acidos HCIO, y
HNO; en la mezcla de disolventes, al observarse un pH inicial menor en las curvas de titulacion
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llevadas a cabo con acido perclérico; demostrando asi una fuerza superior de este acido en este
medio.

Al analizar la grafica de la titulacidén del sistema con el ligante diep (Figura 3.3.5 a)) se pueden
observar los siguientes puntos:

1. Al comparar la parte inicial de las tres titulaciones (i), ii), iii)), se pueden apreciar
diferencias en el pH inicial de las disoluciones, siendo estos valores iguales para las
titulaciones de diep con iones metalicos (ii) y dcido nitrico (iii), y estos a su vez menores
que para la titulacion del ligante en ausencia del metal (i).  (pH inicial: (i) > (ii)=(iii) )

Un valor de pH inicial mayor para la curva de titulacion del ligante en ausencia del metal (i)
se debe a la menor cantidad de iones libres H" a consecuencia de la protonacién del
ligante. Por otro lado, la igualdad del pH inicial de las curvas (ii) y (iii) indica que en la
disolucidn del sistema en presencia de Cu*, el ligante se desprotona completamente para
coordinar a los iones metadlicos, generando que los equivalentes de acido presentes en
ésta se encuentren como protones libres al igual que en la disolucion de HNO; 7 mM.

2. Comparando la curva de siete equivalentes de acido (iii) con la curva de diep en presencia
de Cu®* (ii), se aprecia que ambas difieren después de la adicién de 7 equivalentes de
NaOH, observandose para esta ultima la titulacion de hasta 4 equivalentes mas para
alcanzar un valor de pH equivalente al de las curvas (i) y (ii) en la parte final de la
titulacion.

Asi, se titulan los siete equivalentes de acido afiadidos como 4cido libre y posteriormente
4 equivalentes adicionales provenientes de la desprotonacién completa del complejo
dinuclear de cobre(ll).

Ahora bien, si observamos detalladamente la grafica de titulaciones del sistema con el ligante
dmpa (Figura 3.3.5 b)) se observan marcadas diferencias en comparacion de su andlogo con el
ligante diep. Del analisis estas curvas se puede destacar lo siguiente:

1. Aligual que en la Figura 3.3.5 a), se observan diferencias en el pH inicial de las tres curvas
(i), (ii), (iii). Sin embargo, en este caso, los valores son iguales para las titulaciones del
ligante en ausencia (i) y presencia (ii) de iones metalicos, y éstos a su vez mayores al de la
titulacion de 7 equivalentes de HCIO,,  (pH inicial: (i)=(ii) > (iii) )

Como ya se habia mencionado anteriormente en la determinacion de constantes de acidez
de este ligante, la diferencia del pH inicial entre las curvas (i) y (iii) se debe a la menor
cantidad de iones libres H" en la disolucién (i) a causa de la protonacién del ligante.
Que ahora el pH inicial sea igual en las curvas del ligante dmpa en ausencia y presencia de
Cu™, indica que la presencia de estos iones metalicos no desplaza a los protones de los
sitios basicos del ligante.

2. Al comparar el trascurso de las curvas (i) y (ii) en funcién de los equivalentes afiadidos de
NaOH se puede apreciar que presentan diferencias después de la adicidn del tercer
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equivalente, debido probablemente a la coordinacién de los iones metdlicos al ligante. En
esta ultima curva de titulacién se alcanzan a valorar hasta 8 equivalentes antes de llegar a
la precipitacion (pp), hecho que no se observé en la titulacidon con el ligante diep, en
donde se alcanzd a titular hasta 11 equivalentes. Asi, en el caso del sistema con el ligante
dmpa se titulan los equivalentes de acido anadidos y Unicamente 2 adicionales de la
desprotonacién del complejo.

A partir de los datos obtenidos de las titulaciones potenciométricas y una vez determinadas las
constantes de acidez de los ligantes diep y dmpa en MeOH:H,0, se realizé el ajuste y refinamiento
de las constantes de formacion (log B) de los complejos de Cu(ll) por medio del programa
Hyperquad 2003. Los resultados obtenidos de este analisis se presentan en la tabla 3.3.3, a partir
de los cuales se pueden conocer los valores de las constantes de acidez para los equilibrios de
hidrdlisis de los complejos.

Los equilibrios correspondientes a la formaciéon de los complejos y sus hidrélisis sucesivas se
muestran a continuacion:

[Cu(H,0)]*" + HsL>* S [Cu(HsL)(H,0)s]> +3 H,0
2 [Cu(H0)]** + L S [Cu,L(H,0)6]*
[CuL(H,0)6]* S [CusL(H,0)s(OH)J*" + H*

[Cu,L(H,0)5(OH)I* S [Cu,L(H,0)4(OH),J* + H*

[Cu,L(H,0)4(OH),]1*" S [Cu,L(H,0)5(OH)s]" + H

[Cu,L(H,0)3(0H)s]" S [Cu,L(H,0),(0H),] + H
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_ [cuf*HyL,]
Povs = TCuB* FTHPILE

@ _ [CupL(H20)6-;(OH);] [H*]

2 [CupL(H20)6-i4+1(OH);_4]

diep

dmpa

Log 131 =26.42 £0.01

Log 131 =27.54 £ 0.04

Log 201 = 19.07 £0.01

Log B201 = 14.24 £0.03

Log P11 = 11.50 +0.02 pK,M = 7.57

Log P21 = 2.63 £ 0.02 pK,"? = 8.87 Log P21 = 0.40 £ 0.02 pK,? = 6.92
Log B3 =-7.13+0.02 pK,?' =9.76
Log B,.41 = -18.10 +0.03 pK.Y) = 10.97

Tabla 3.3.3. Valores de log 8 y pK, obtenidos para los complejos de cobre(ll) con los ligantes diep y dmpa en

MeOH:H,0 1:1 v/v a 25 °Cy fuerza iénica 0.1 M.

En la Figura 3.3.6 se presentan los diagramas de distribucién de especies trazados con el programa
MEDUSA. Adicionalmente se presentan en la misma Figura los diagramas de distribucion de los

complejos dinucleares analogos con los ligantes dimp [25] y dimeim [24].
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Figura 3.4.6. Diagramas de distribucion de especies para los complejos de Cu(ll) con los ligantes largos (superiores): diep (izquierda) y dmpa (derecha) en

MeOH:H,01:1, con [L]=1 mM y [Cu**]=2 mM a 25 °C y fuerza iénica 0.1 M. Diagramas de distribucion de especies para los complejos de Cu(ll) con los ligantes cortos
(inferiores): dimp (izquierda) [25] y dimeim (derecha) [24].
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Al comparar entre los diagramas de distribucion de especies del sistema con el ligante diep y del
sistema con el ligante dmpa, se observa que la formacién del complejo dinuclear de cobre(ll)
comienza a valores de pH inferiores para el sistema con el ligante de grupos piridinicos (diep). De
igual manera, al comparar entre sus analogos de cadena lateral mas corta (dimp y dimeim), se
observa el mismo patrén; el complejo dinuclear del ligante con atomos donadores nitrégeno
provenientes de piridinas (dimp), comienza a predominar en la disolucidn a valores de pH mas
acidos que el complejo dinuclear con el ligante con atomos donadores por nitrégeno de amina
terciaria (dimeim). Esto nos habla de una mayor estabilidad de los complejos dinucleares con
ligantes piridinicos a valores menores de pH en comparacién con los complejos dinucleares con
ligantes de amina terciaria.

Ahora bien, al comparar entre los sistemas del mismo grupo donador (piridina o dimetilamina), se
puede apreciar que los complejos dinucleares de los ligantes de cadena lateral mas corta (dimp y
dimeim) comienzan a formarse a valores de pH inferiores que sus analogos de cadena larga (diep y
dmpa), siendo el sistema con el ligante dimp el mas estable a estos valores de pH y el sistema con
el ligante dmpa el menos estable.

Los diagramas de distribucién de especies de los sistemas analogos diep y dimp, que contienen los
mismos atomos donadores, pero distinto tamafo de anillo quelato, son muy semejantes entre si,
con las diferencias que ya se sefalaron anteriormente. Por el contrario, los sistemas dmpa vy
dimeim, que también difieren en el tamafio de la cadena lateral, presentan diagramas muy
distintos. En el diagrama del sistema con dmpa, se observa que el complejo dinuclear de cobre
comienza a tener una fraccién significativa hasta pH 6.0 (predominio del 20 %), alcanzando su
maximo de abundancia (60 %) a pH 6.5, e hidrolizdndose significativamente a pH 7.0. Por el
contrario, el complejo dinuclear con dimeim predomina en un 100 % en el intervalo de pH 5.5 a
6.5, la primera especie hidrolizada comienza a predominar hasta pH 8.0 y pueden determinarse
hasta 3 especies hidrolizadas del complejo dinuclear de cobre(ll), a diferencia del sistema con
dmpa, en el cual sélo es posible identificar una especie hidrolizada del complejo dinuclear debido
a la precipitacion del sistema a pH cercano a 8.5.
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3.4. Estudios cinéticos y mecanisticos de los complejos [Cu,L]*

Con la finalidad de entender las propiedades cataliticas de la enzima catecol oxidasa, en los
Ultimos afios se han estudiado una gran variedad de compuestos de cobre como sistemas
biomiméticos de ésta frente a reacciones de oxidacion de catecoles.

Los estudios cataliticos realizados para los compuestos modelo descritos en literatura pueden
agruparse conforme al enfoque de estudio de acuerdo a Reedijk [26] en cuatro grupos distintos; 1)
estudios de la unidn del sustrato, 2) estudios de la relacidn estructura actividad, 3) estudios

cinéticos y 4) estudios estequiométricos.

En el grupo de investigacién se han realizado estudios cinéticos de diversos compuestos
dinucleares de cobre con atomos metdlicos distantes, que consisten en la evaluacion de la
actividad catalitica de éstos frente a la reaccion de oxidacion del sustrato modelo 3,5-di-ter-
butilcatecol (H,DTBC) a 3,5-di-ter-butil-o-benzoquinona (DTBQ), de los cuales se han obtenido
actividades catecolasa importantes.

Recientemente se han realizado estudios comparativos de compuestos analogos en los que se
varia la naturaleza del grupo donador con la finalidad de entender los factores estructurales que
rigen la actividad de estos compuestos. Dentro de este mismo enfoque, ahora se pretende evaluar
el efecto del tamafio del anillo quelato en la actividad catecolasa, a través del estudio cinético de
complejos analogos en los que se ha alargado en un dtomo de carbono la cadena lateral. Asi, se
realizaron los estudios cinéticos de los complejos de cobre con los ligantes diep y dmpa frente a la
reaccién de oxidacién de H,DTBC en condiciones equivalentes a las utilizadas anteriormente para
los sistemas andlogos cortos dimp y dimeim [24,25]. Se pretende concluir acerca de los factores
gue rigen la actividad de estos sistemas.

Ademads para conocer mas acerca del mecanismo de accidon de estos sistemas, los estudios
mecanisticos se extendieron mas alld de los estudios cinéticos y se realizaron estudios de la
interaccion del sustrato con el catalizador y estudios de la reaccidn estequiométrica entre estas
dos especies en condiciones anaerobias, asi como estudios de identificacion del producto de la
reduccion del oxigeno molecular, para determinar si se trata de agua o de perdxido de hidrégeno.

Parte muy importante para el entendimiento de la actividad catalitica de estos sistemas es la
caracterizacidn de éstos en el mismo medio de reaccidn. La informacion obtenida de los estudios
cataliticos conjuntamente con la especiacidon realizada en el mismo medio, nos permitira asignar
posteriormente una especie responsable de dicha actividad.
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3.4.1. Evaluacion de la actividad catecolasa

Una vez realizada la especiacidén en disolucién de MeOH:H,0 1:1 v/v de los sistemas Cu,lL, se
realizaron estudios espectrofotométricos de la oxidacién del sustrato modelo H,DTBC (Figura
3.4.1), catalizada por los complejos de cobre(ll) con los ligantes diep y dmpa en el mismo medio;
monitoreando el incremento en la absorbancia a 400 nm correspondiente a la formacion del
producto DTBQ (g, = 1627 M'cm™ en MeOH:H,0 1:1 v/v).

OH Catalizador o

+ 120, — + HO
OH o)

Figura 3.4.1. Esquema de reaccion de oxidacion de 3,5-di-tert-butilcatecol.

La reaccion de oxidacién del H,DTBC a DTBQ en presencia de oxigeno molecular es ampliamente
utilizada para la evaluacién de la actividad catecolasa de una variedad de sistemas modelo o
biomiméticos debido a su bajo potencial redox (Epirocatecor = -0.046 V, Eyaprec = -0.222 V; vs. Ag/AgCl
[44]), la minimizacién de reacciones laterales gracias al impedimento estérico de los grupos
terbutilo y a la facilidad de seguimiento espectrofotométrico del producto de reaccién, DTBQ.

Esta reaccion modelo se ha empleado anteriormente para la evaluacién de la actividad catecolasa
de los complejos de cobre(ll) desarrollados en el grupo de investigacion [57-64]. Para los cuales, se
ha encontrado un comportamiento tipo Michaelis-Menten al variar la concentracion del sustrato.
Para el estudio cinético de los complejos de cobre(ll) con los ligantes diep y dmpa se propone el
mismo modelo enzimatico.

El modelo Michaelis-Menten [70,71] es aplicable a la explicacidon de la mayoria de las reacciones
catalizadas por enzimas donde se observa un comportamiento de saturacidon con el sustrato: a
concentraciones bajas de sustrato la velocidad inicial de reaccién v, es proporcional a la
concentracién de éste y se considera que la reaccion es de primer orden. Al incrementarse la
concentracién de sustrato, la velocidad inicial disminuye hasta llegar a ser practicamente
independiente de la concentracién de éste y aproximarse asintéticamente a una velocidad
constante, para lo que se considera un orden de reaccién igual a cero.

Este modelo considera dos etapas para el proceso catalitico; la primera donde se produce el
complejo catalizador-sustrato (ES) de manera reversible y la segunda donde se forma del producto
(P) y se regenera el catalizador (E).
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k, k,
E+S = ES - E+P
k_q

Donde la concentracién total del catalizador [E], se encuentra en forma libre [E] y en forma del
complejo ([El=[E+[ES])

En este modelo se considera que la segunda etapa para la formacién del producto es irreversible
ya que en los primeros instantes de la reaccién, cuando se evalua la velocidad inicial, la cantidad
de producto acumulado es minima y puede despreciarse la reaccion inversa. También considera la
aproximacion del estado estacionario, donde se asume que la concentracién de ES no cambia con
el tiempo, lo que indica que la velocidad de formacién y de desintegracién del complejo son
iguales, es decir:

ki([Elr — [ESD [S] = k_1[ES] + k[ES]

Al reordenar la ecuacién anterior se obtiene la constante de Michaelis-Menten (Ky):

[SI((Er] — [ESD) _ k_sk,
T

Ku

De donde se puede despejar [ES] para obtener:

[E7][S]

B = e+ 1

Por ultimo, el modelo considera que la reaccidn estd limitada por la segunda etapa de la reaccion
catalitica que involucra la desintegracion del complejo ES. Asi, si la [ES] es constante, la velocidad
inicial se puede expresar como v, = k,[ES]. Por tanto la ecuacién de velocidad es la siguiente:

o = ko [E7][S]
O Ky +[S]

Cuando la concentracidn del sustrato es tan alta que practicamente todo el catalizador se
encuentra en la forma del complejo ES, se alcanza una velocidad maxima o de saturacion, en
donde Vp.x = ky[E]T. Al sustituir ésta en la expresion de la velocidad inicial se obtiene la
ecuacion de Michaelis Menten.

Vmax [S]

Y0 = Ky + 151

65



Tomando en cuenta este modelo enzimatico, ara la determinacién de los pardmetros cinéticos se
empled el método de las velocidades iniciales, ya que, como se ha mencionado antes, en los
primeros instantes de la reaccion la concentracién del producto formado es muy pequefia y puede
considerarse que la reaccidn inversa a la formacion de éste es nula. Las velocidades iniciales (v,) se
determinaron de la pendiente de la grafica de absorcidn a 400 nm durante los primeros segundos
de la reaccién, cuando la absorbancia a esta longitud de onda aumentaba linealmente.

Los estudios cinéticos consistieron en los siguientes puntos:

1. Efecto de la variacion del pH en la velocidad inicial de reaccién. Esto se evalué con la
finalidad de determinar el valor de pH al cual la actividad catalitica del complejo es mayor
en comparaciéon a la oxidacidon debida Unicamente al medio (pH dptimo). Una vez
determinado este valor, es posible identificar la especie activa en disolucién al
correlacionar el diagrama de distribucién de especies determinado anteriormente (seccion
3.3).

2. Efecto de la concentracidn del catalizador en la velocidad inicial de reaccidn. Este estudio
se realizd para verificar que el comportamiento cinético es de primer orden con respecto
al catalizador y se pueda emplear el modelo enzimatico Michaelis-Menten.

3. Efecto de la variacién de la concentracion del sustrato en la velocidad inicial. Por medio de
este estudio se evalué el comportamiento de acuerdo al modelo Michaelis-Menten y se
determinan los parametros cinéticos Ky, Vmax Y Keat, asi como la eficiencia catalitica dada
por el cociente k. /Ky, que permitird comparar a estos sistemas con otros antes
estudiados.

Es muy importante hacer notar que para estos estudios la estandarizaciéon de la metodologia es
primordial para la comparacién posterior de los resultados obtenidos. Es de vital importancia
considerar todos los factores que intervienen en la reaccidn catalitica para tener un mejor control
de éstos. Asi, todos los estudios cinéticos se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones:

e Temperatura constante 25+ 0.1°C

e Presidon atmosférica constante 0.74 atm (Cd. México)

e Medio de reaccién MeOH:H,0 1:1 v/v

e pH del medio constante mediante disoluciones amortiguadoras cuya concentracién se
encuentra en exceso.

Todas las mediciones se realizaron por quintuplicado y se trataron estadisticamente para la
obtencidon de los valores de velocidad inicial promedio, con su correspondiente desviacion
estandar.
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Efecto de la variacion del pH en la velocidad de reaccién.

Se ha publicado que el pH del medio puede cambiar la esfera de coordinacién del complejo y por
tanto sus propiedades reactivas [34,42]. Dado este antecedente, resultd importante realizar el
estudio del efecto de la variacién del pH en la actividad catalitica para los complejos de los ligantes
diep y dmpa. En éste se mantuvieron constantes las concentraciones del catalizador (0.02 mM),
del sustrato (2 mM) y de la solucién amortiguadora (0.15 M); y se varid el valor de pH en la mezcla
MeOH:H,0 1:1 v/v a 25 °C.

Asi, se tiene una relacién de concentraciones en celda:
Sustrato: Catalizador: Amortiguador 100:1:7,500

En la Figura 3.4.2 se muestra la grafica de la velocidad inicial (vy) en funcion del pH del medio,
tanto de la reaccién catalitica de cada complejo, como de la oxidacién debida al medio.

Figura 3.4.2. Dependencia de la velocidad inicial de reaccién en el pH en el medio de MeOH:H,0 1:1. (e)
medio amortiguado, (®) Cu,dmpa, (4 ) Cu.diep.

Se encontré una dependencia de la oxidacidon del H,DTBC con el pH del medio, en donde se
observa un incremento en la velocidad inicial de reaccidn a valores mayores de pH en ausencia y
presencia de los complejos de cobre(ll) (Figura 3.4.2). En el caso del estudio con el medio
amortiguado, en ausencia de catalizador, se observa que la oxidacion del sustrato comienza a
aumentar a valores superiores a pH 8.0. En presencia de los complejos de cobre(ll) se obtienen
velocidades significativamente mayores a las obtenidas en ausencia de éstos, mostrando un
incremento importante a partir de pH 8.0 para el sistema con diep y para el sistema con dmpa a
partir de pH 8.5.
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Para ambos sistemas se obtuvieron las diferencias de las velocidades iniciales dadas en presencia
del catalizador y en ausencia de éste (Figura 3.4.3) con la finalidad de determinar el valor de pH
Optimo de cada catalizador; en el cual la actividad catalitica del sistema Cu,L es mayor en
comparacion a la actividad del medio.

Figura 3.4.3. Diferencia de las velocidades iniciales de reaccion dependientes del pH entre los sistemas en
presencia y ausencia de los catalizadores con los ligantes (/\) diep y (00) dmpa en MeOH:H,0 1:1.

Se observa que la velocidad de reaccion presenta un maximo alrededor de pH 9.0 para ambos
catalizadores y desciende por arriba de pH 9.5. En la Figura 3.4.3 se evidencia nuevamente que el
sistema con el ligante diep comienza a presentar mayor actividad a valores de pH inferiores en
comparacion con el sistema del ligante dmpa.

Al correlacionar estos resultados con los diagramas de distribucion de especies presentados en la
seccion 3.3, es posible comprender esta diferencia entre los sistemas estudiados. El sistema con el
ligante diep presenta una actividad significativa desde pH 7.0 y se incrementa considerablemente
a pH 8.0. De acuerdo al diagrama de distribucidon de especies de este sistema, a este valor de pH
comienza a predominar la especie dihidroxilada del complejo dinuclear de cobre(ll). Por arriba de
pH 9.5 la actividad decrece, efecto que coincide con el incremento en la proporcidon de la especie
trihidroxilada del complejo dinuclear en el medio.

Para el sistema con el ligante dmpa a pH 7.0 se tiene la convivencia del complejo dinuclear de
cobre(ll) con la especie dihidroxilada de éste; conforme el predominio de la especie hidrolizada se
incrementa, se observa un aumento en la actividad de este sistema, con un incremento
significativo en la actividad a pH 8.5, al cual el predominio de la especie dihidroxilada es total.

Esto indica que los grupos OH™ presentes en los complejos dinucleares de cobre(ll) favorecen la
actividad catalitica de los compuestos al asistir la desprotonacion del sustrato y favorecer su union
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a los sitios de cobre(ll). Sin embargo, la presencia de mas de dos grupos hidroxilo por unidad de
complejo resulta en la disminucion de actividad catalitica. Reportes previos de complejos de
cobre(ll) como sistemas biomiméticos de la catecol oxidasa también sefialan un aumento en la
actividad catalitica para los complejos hidrolizados [34,42,43], hecho que coincide con la
estructura del estado nativo de la enzima reportada [14] que presenta un grupo OH, con la
diferencia en este caso de que este grupo se encuentra puenteando a los dos sitios de Cu(ll).

Asi, se puede atribuir la mayor actividad catalitica de los sistemas con los ligantes diep y dmpa a la
especie dihidroxilada del complejo ([Cu,L(H,0)4(0OH),]*).

A pesar de que el maximo de la velocidad para ambos sistemas se observa a pH 9.0, se decidié
realizar los estudios siguientes a pH 8.5. A este valor también se tiene una predominancia
significativa de la especie activa (([Cu,L(H,0)4(OH),]*) y experimentalmente resulta mas preciso
ya que al ser bastante rdpida la reaccidon a pH 9.0, los errores en las mediciones son mayores a
este pH en comparacién a los de pH 8.5. Por lo anterior, a partir de esta seccion se considerard
este Ultimo como el pH éptimo para ambos sistemas.

Efecto en la variacion de la concentracion del catalizador en la velocidad de reaccion.

Este estudio resulta de gran importancia para conocer el orden de reaccidon con respecto al
catalizador, ya que un comportamiento de primer orden con respecto a éste es condicién
necesaria para utilizar el modelo enzimatico de Michaelis-Menten, sin embargo esto no asegura
que el comportamiento con respecto al sustrato siga dicho modelo.

El estudio se realizé en la mezcla MeOH:H,0 1:1, a 25 °Cy al valor de pH éptimo determinado en
el estudio de la variacion del pH, al cual se asegura la presencia de la especie activa (pH=8.5). Se
mantuvo constante este valor de pH de la disolucién amortiguadora (0.15 M), la concentracién del
sustrato (2 mM); y se varié la concentracion de los complejos dinucleares de cobre(ll) con los
ligantes diep y dmpa (0.01 — 0.06 mM).

La relacidn de concentraciones para este experimento fue:
Sustrato:Catalizador:Amortiguador 300-200: 1 : 15,000-2,500

En la Figura 3.4.4 se presenta la variacidn de la velocidad inicial en funcidn de la concentracién de
los complejos dinucleares de este estudio.
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Figura 3.4.4. Dependencia de la velocidad inicial de reaccion en la concentracion de Cu,L en la mezcla
MeOH:H,0 1:1. Cu,diep (A ); Cu,dmpa (m).

Se encontré una dependencia lineal de la velocidad en la concentracion de los catalizadores en
todo el intervalo de concentraciones estudiado. Esto indica que el orden de reaccidon es de
pseudo-primer orden con respecto a cada uno de los complejos, cuya ley de velocidad esta dada
por v = k,ps[cat]; donde ks es la constante de velocidad de primer orden observaday [cat] es
la concentracion del catalizador.

Los valores de las constantes k,j,, dados por la pendiente de cada recta, se presentan en la tabla
3.4.1. Como se puede apreciar, el complejo con el ligante diep presenta mayor actividad catalitica
sobre el complejo con el ligante dmpa.

Catalizador kops (5™ R?
Cu,diep 0.056 0.999
Cu,dmpa 0.039 0.994

Tabla 3.4.1. Valores de las constantes de primer orden de la variacion de la concentracion del catalizador en
la mezcla MeOH:H,0 1:1.

Esta diferencia de actividad puede atribuirse a las diferencias en las estructuras de los ligantes.
Mientras que el ligante diep contiene un nitrégeno aromatico de la piridina como tercer dtomo
donador, el ligante dmpa un nitrégeno alifatico de la dimetilamina. Estda informado que los
ligantes donadores por oxigeno se enlazan preferentemente a sitios de cobre(ll) coordinados a
ligantes aceptores-wt, que a sitios coordinados a simples donadores-c [65]; lo que coincide con el
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v,(Ms™)

aumento en la actividad catalitica para el sistema con el ligante diep. Este mismo efecto se pudo

apreciar en los estudios previos de los complejos de los ligantes andlogos dimp y dimeim

respectivamente [24,25], donde el sistema con el ligante piridinico dimp, presenté mayor

actividad.

Efecto en la variacion de la concentracion del sustrato en la velocidad de reaccién.

Una vez determinado el orden de reaccién de primer orden respecto a la concentracion del

catalizador, se evalud el efecto de la concentracién del sustrato en la velocidad inicial de reaccién.

Nuevamente este estudio se llevd a cabo en la mezcla MeOH:H,0 1:1, a 25 °C, manteniendo

constante en este caso el pH de la disolucién amortiguadora (0.15 M, pH= 8.5) y la concentracién

del catalizador (0.01 mM). El intervalo de concentraciones del sustrato empleado en el estudio con

cada uno de los complejos varié debido a que estos sistemas presentan saturaciones a valores

distintos de concentracidon de sustrato. Asi, los intervalos de [H,DTBC] utilizados fueron para
Cu,diep 0.02 — 0.07 mM y para Cu,dmpa 0.1 — 25 mM.

Asi se tiene una relacion de concentraciones:

Sustrato:Catalizador:Amortiguador 2-2500:1:7,500-6

En la Figura 3.4.5 se muestran las curvas de velocidad inicial obtenidas en este estudio para cada

complejo.
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Figura 3.4.5. Dependencia de la velocidad inicial de reaccion en la concentracion del sustrato H,DTBC.

Izquierda: Cuydiep, derecha: Cu,dmpa.
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En el intervalo de concentraciones en el que se realizd el estudio, se observan dos
comportamientos distintos en cada caso; un comportamiento hiperbdlico a concentraciones bajas
de sustrato y un comportamiento lineal a altas concentraciones.

A proporciones bajas complejo:sustrato (<1:30 para el sistema con diep y <1:60 para el sistema
con dmpa), la reaccion muestra un comportamiento Michaelis-Menten, al presentar un efecto de
saturacion (Figura 3.4.6, izquierda). El ajuste no lineal de estas hipérbolas con la ecuacién de
Michaelis-Menten (y = (Vax X X)/(Ky + x)), arroja los parametros cinéticos Ky, Vimax Y Keat l0S
cuales también pueden obtenerse a partir del tratamiento de linealizacidon de Lineweaver-Burk
(1/vo = (1/Vinax) + (Kyr/Vimax)(1/[Sust]y) (Figura 3.4.6 derecha). En este trabajo se probaron
ambos ajustes y se encontraron equivalentes al no haber diferencia en los valores obtenidos por
cada uno.

Figura 3.4.6. Izquierda: Dependencia de la velocidad inicial de reaccion en la concentracion del catecol para

proporciones catalizador sustrato menores a 1:30 (Cu,diep (/\)) y menores a 1:60 (Cu,dmpa (00)). Las lineas

representan los ajustes no lineales con la ecuacion de Michaelis-Menten. Derecha: Grdfica de los reciprocos
Lineweaver-Burk, Cuydiep (/\), Cu,dmpa (O) (R?> =0.999 y R? =0.996 respectivamente).

A proporciones altas complejo:sustrato (>1:40 para el sistema con diep y >1:70 para sistema con
dmpa), la reacciéon depende linealmente en la concentracidn del sustrato, con constantes de
primer orden k3 = 1.08 X 107351 para el sistema con diep y k, = 3.86 x 10™*s~* para el
sistema con dmpa (R? =0.975 y R? =0.999 respectivamente).
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Figura 3.4.7. Dependencia de la velocidad inicial de reaccion en la concentracion del catecol a proporciones
superiores catalizador sustrato. >1:40 (Cu,diep (/\)) y > 1:70 (Cu,dmpa (O)).

Del andlisis realizado a bajas proporciones catalizador sustrato (Figura 3.4.6) se obtuvieron los
pardmetros cinéticos del modelo enzimdtico Michaelis-Menten obtenidos para la reaccidn
catalizada por cada uno de los complejos dinucleares de cobre(ll). Los valores se presentan en la
siguiente tabla y se comparan con los valores publicados de sus complejos andlogos con los
ligantes dimp [25] y dimeim [24].

Complejo = Km Vmax Keat Keat/Km Tipo de amina de la
catalizador (M) (Ms™) (s (M*s™) cadena lateral
Cu,diep 1.10E-04 6.17E-07 0.0617 560.91 Aromética
Cu,dimp[25] | 5.16E-04 | 2.36E-06 0.0788 152.71 (R-piridina)
Cu,dmpa 5.04E-04 1.05E-06 0.1054 209.13 Alifatica
Cu,dimeim [24] | 1.60E-03 3.25E-06 0.1083 67.69 (R-dimetilamina)

[Cu,diep]** [Cu,dimp]** [Cu,dmpa]** [Cu,dimeim]**

Tabla 3.4.2. Pardmetros cinéticos de la oxidacion del 3,5-di-ter-butilcatecol (H,DTBC) en MeOH:H,0 1:1 a pH
Optimo y 25 °C. Pardmetros de Michaelis-Menten de la velocidad inicial de reaccion.
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El andlisis de los pardmetros cinéticos se puede realizar en funcidn de la estabilidad del complejo
catalizador-sustrato (Ky), en términos de la transformacion del sustrato al producto (k.. y por
ultimo en términos de la eficiencia catalitica (keat/Kw).

De acuerdo al modelo enzimdtico Michaelis-Menten, el parametro cinético Ky, estd asociado al
equilibrio de disociacién del complejo catalizador-sustrato, por lo que es una medida inversa de la
afinidad del catalizador por el sustrato. Valores grandes de Ky, indican una baja afinidad, mientras
que valores pequeiios una alta afinidad y un complejo catalizador-sustrato estable.

Al comparar los valores obtenidos de este pardmetro para los complejos estudiados Cu,diep y
Cu,dmpa, se encuentra que el complejo con el ligante diep presenta mayor afinidad por el sustrato
H,DTBC al tener un valor menor de Ky, (Figura 3.4.8). Esta diferencia de afinidades es atribuible a la
naturaleza del grupo donador en el que difieren dichos ligantes. El ligante diep al poseer un grupo
aceptor-mt como la piridina, genera un ambiente propicio en el atomo de cobre(ll) que favorece la
coordinacion de ligantes donadores por oxigeno al centro metdlico [65].

El sustrato H,DTBC al ser un ligante donador por oxigeno se unird preferentemente a sitios de
cobre(ll) coordinados a ligantes aceptores-nt (piridina en diep) que a sitios coordinados a simples
donadores-o (propilendiamina en dmpa). De igual manera si se comparan los valores para sus
analogos de cadena lateral corta (dimp y dimeim), se encuentra el mismo efecto; el complejo con
el ligante piridinico (dimp) presenta mayor afinidad por el sustrato que el complejo con el ligante
de amina terciaria (dimeim).

Ahora bien, al comparar entre los sistemas con el mismo grupo donador (piridina o amina
terciaria) se encuentra que los complejos de cadena lateral mas larga (Cu,diep y Cu,dmpa) son
mas afines al sustrato probablemente debido a la flexibilidad de estos ligantes frente a sus
analogos de cadena lateral corta (Cu,dimp y Cu,dimeim) que permiten una mejor coordinacion del
sustrato a los centros metalicos.

Por otra parte, el parametro cinético k.., proporcional al pardmetro V,,,,, se refiere a la capacidad
del catalizador para llevar a cabo la transformacion de sustrato a producto. Asi, comparando entre
los sistemas con la misma longitud de cadena lateral, pero distinto grupo donador
(Cu,diep/Cu,dmpa o Cu,dimp/Cu,dimeim), se observa que los sistemas con ligantes con aminas
terciarias (dmpa y dimeim) realizan la transformacion mas rapido que los sistemas de los ligantes
piridinicos (diep y dimp). Entre los sistemas con el mismo grupo donador, pero distinto tamafio de
cadena lateral se encuentra que los sistemas de los ligantes con cadena lateral mas corta (dimp y
dimeim) presentan mayor capacidad para dicha transformacion. (Figura 3.4.8)

Por ultimo, el cociente k./Ku se define como la eficiencia catalitica y es el parametro por medio
del cual se puede comparar la actividad de diversos sistemas biomiméticos. Este cociente engloba
todo el proceso catalitico; tanto el equilibrio de formacién del complejo catalizador-sustrato, como
la transformacion de sustrato a producto y proporciona la influencia de estos dos pasos en la
actividad de cada compuesto.
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Al comparar los valores del cociente para los compuestos en estudio, se encuentra que los
sistemas con ligantes piridinicos presentan una mayor eficiencia catalitica en comparacién con sus
andlogos de ligantes de amina terciaria. Esta tendencia se observa tanto para los sistemas cortos
como para los largos. De cada una de estas parejas con el mismo grupo donador, pero distinta
longitud de cadena lateral, se encuentra que los sistemas en los que se ha alargado la cadena
lateral en un atomo de carbono son mas eficientes frente a la reaccién de oxidacién. (Figura 3.4.8)

Grupo donador: Longitud de cadena lateral:
Piridinicos > aminas terciarias Largos < cortos
Cu,diep > Cu,dmpa Cu,diep < Cu,dimp
Cu,dimp > Cu,dimeim Cu,dmpa < Cu,dimeim

Figura 3.4.8. Comparaciones grdficas de cada pardmetro cinético obtenido para la reaccion de oxidacion de
H,DTBC catalizada por los complejos dinucleares de cobre(ll).
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Asi, en orden decreciente de eficiencia catalitica se tiene lo siguiente:

Cu,diep > Cu,dmpa > Cu,dimp > Cu,dimeim

Los valores de eficiencia catalitica indican que tanto la naturaleza del grupo donador como la
longitud de la cadena lateral influyen en la actividad catecolasa de estos compuestos, sin embargo,
una vez ordenados los cuatro complejos dinucleares de cobre(ll) es posible observar que los
sistemas con ligantes largos encabezan la lista con valores considerablemente mayores; sugiriendo
asi que el factor estructural de mayor peso en la actividad catecolasa de estos compuestos es la
longitud de la cadena lateral del ligante y en segundo término pero también importante, la
naturaleza del grupo donador.

A continuacion se presentan las diferencias de los valores de k:/Ky al comparar cada una de las
variantes para cada combinacion de parejas de ligantes.

Catalizador Cu,diep Cu,dmpa Cu,dimp[17] Cu,dimeim [16]
Keat/ K 560.91 209.13 152.71 67.69
Comparacion Kg,/Kwu Comparacion k.../Ku
Variable: longitud de cadena lateral Variable: grupo donador de cadena lateral
Cu,diep vs. Cu,dmpa vs. Cu,diep vs. Cu,dimp vs.

Cu,dimp Cu,dimeim Cu,dmpa Cu,dimeim

3.67 veces mayor 3.09 veces mayor 2.68 veces mayor 2.26veces mayor
Cu,diep Cu,dmpa Cu,diep Cu,dimp

Tabla 3.4.3. Diferencia de las eficiencias cataliticas al variar el grupo donador y la longitud de la cadena
lateral.

Con los valores dados en la tabla anterior es posible apreciar que la mayor diferencia de eficiencia
entre una pareja de compuestos analogos se obtiene al variar la longitud de la cadena lateral. Se
ha publicado en la literatura evidencia del aumento de la actividad catecolasa al aumentar el
tamarnio del anillo quelato [72].

Para explicar este incremento en la actividad catecolasa al aumentar en un atomo la cadena
lateral, se considera el hecho de que en el ciclo catalitico el cobre cambia de estado de oxidacion,
Cu(Il)=Cu(l), con el consecuente cambio de geometria de pirdmide base cuadrada a tetraédrico
distorsionado. Para esto se sugiere que los ligantes de cadena lateral mas larga presentan mayor
flexibilidad que permite o favorece este cambio de geometria en el proceso catalitico; mientras
que los sistemas analogos con ligantes cortos (dimp y dimeim) llegan a presentar la
descoordinacion de los iones Cu(l), tal como se ha sugerido de los estudios electroquimicos de
dichos sistemas cortos [25]. Asi, al favorecer la geometria de ambos estados redox Cu(ll/l), los
sistemas largos exhiben una mayor actividad catalitica frente a los sistemas cortos.
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3.4.2. Interaccion de los complejos [Cu,L]** con H,DTBC en ausencia de O,.

Se ha propuesto que el mecanismo por el cual la enzima catecol oxidasa cataliza la oxidacion de
catecoles a quinonas sigue dos pasos. El primero consiste en la reaccidn estequiométrica en
ausencia de oxigeno, del centro bimetalico de la enzima con un equivalente de catecol para
producir quinona y el estado reducido Cu(l) desoxy. El segundo paso consiste en la regeneracion
del estado nativo met en presencia de O, y la oxidacién de la segunda molécula de catecol a
quinona.

Dado este antecedente, varios grupos de investigacidon se han dado a la tarea de estudiar la
interaccion anaerobia entre los complejos modelo de Cu(ll) con el sustrato H,DTBC, con la
intenciéon de caracterizar el paso inicial del mecanismo de accién de éstos [43,46,47]. La
informacidn que se ha obtenido de dichos estudios de la unién del sustrato consiste en la
determinacion de la estequiometria entre los complejos y el H,DTBC, en algunos casos de la
determinacion del modo de coordinacion de éste a los centros metdlicos y en algunos otros en la
identificacion de especies intermediarias de reaccion como semiquinonas.

Debido a la relevancia de la informacidon obtenida de estos estudios para la elucidacién del
mecanismo de accidn de estos sistemas, en este proyecto también se estudid la interaccién de los
complejos de los ligantes diep y dmpa con H,DTBC en ausencia de oxigeno molecular mediante
estudios espectrofotométricos. Dado que los estudios de la actividad catecolasa y la obtencién de
los parametros cinéticos se realizaron en la mezcla MeOH:H,0 1:1, en medio amortiguado de pH,
estos estudios se realizaron en las mismas condiciones.

En la Figura 3.4.9 se muestran las series de espectros obtenidos de las titulaciones anaerobias para
estos sistemas.
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Cu,dmpa

Cu,diep

Figura 3.4.9. Cambios en el espectro UV-Vis tras la adicién de H,DTBC a una solucién de Cu,L (0.625 mM) en
MeOH:H,0 bajo condiciones anaerobias a pH 7.5y 25 °C. Cu,dmpa (superior) y Cu,diep (inferior).

Tras la adicion de H,DTBC a disoluciones 0.625 mM de los complejos (Cu,L), se observa el
incremento en la absorbancia en la zona de 385 - 410 nm y un decremento en la absorbancia a 700
nm. La banda de absorcidon a 385 nm es caracteristica de la formacion del radical semiquinona
[73], mientras que la banda menos intensa en 410 nm corresponde a la formacién de quinona. La

disminucién de la sefial a 700 nm, correspondiente a la transicidn d-d de los complejos de
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cobre(ll), se debe a la reduccién de Cu(ll) a Cu(l) como resultado de oxidar al sustrato en ausencia
de 02.

Esto sugiere que los complejos dinucleares de cobre(ll) reaccionan con el sustrato H,DTBC
mediante una reduccién de un electrén para producir el radical semiquinona (HDTBSQ). Dicho
radical, en presencia de otro equivalente, puede dismutar para producir un equivalente de H,DTBC
y un equivalente de DTBQ, responsable del incremento en la absorcion a 410 nm.

Esta evidencia difiere de la encontrada para la enzima catecol oxidasa, donde la oxidacién del
sustrato catecol, en un primer paso sin la intervencién de oxigeno, es via dos electrones para la
produccién de quinona [33]. En este punto resulta importante recordar que en la enzima COx los
atomos de cobre(ll) se encuentran a una distancia relativamente cercana (=3A), mientras que los
compuestos dinucleares de cobre(ll) con los ligantes estudiados en el grupo de investigacién,
presentan distancias entre los sitios metalicos mayores a 7A. Debido a la diferencia estructural de
estos sistemas biomiméticos con respecto al sitio activo de la enzima, no es posible observar la
oxidacion de una molécula de catecol por ambos sitios de cobre(ll). Asi, el mecanismo inicial de
estos sistemas modelo consiste en la oxidacién del sustrato via un electrén, donde ambos sitios de
cobre pueden actuar paralelamente y producir dos moléculas de HDTBSQ y un complejo Cu(l)-Cu(l)
o bien actuar Unicamente un sitio de vez en vez y generar un complejo de valencia mixta Cu(ll)-
Cu(l), que daria la disminucidn y no la desaparicion de la banda de transiciones d-d.

Del andlisis de los espectros de absorcién obtenidos de la titulaciéon anaerobia (Figura 3.4.9), se
determind que la estequiometria entre el sustrato y cada uno de los complejos de cobre(ll) con los
ligantes diep y dmpa es 1:1. En la Figura 3.4.10 se presentan las gréficas del trazo de la
absorbancia a 400 nm en funcién de la concentracién de sustrato. Las lineas representan los
ajustes lineales.

Figura 3.4.10. Incremento en la absorbancia a 400 nm en funcion de la concentracion de H,DTBC afiadido a
las disoluciones de Cu,L 0.625 mM.MeOH:H,01:1, 25 °C.Cu.,diep (/\) y Cu,dmpa (O).
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Se pueden apreciar en el estudio de ambos complejos dos tendencias en el trazo de absorbancia a
400 nm al incrementar la concentracidon de sustrato. La interseccién de ambas tendencias brinda
informacidn acerca de la estequiometria entre las especies reaccionantes sustrato:catalizador,
siendo en ambos casos a una proporcién cercana a 1:1.

De este estudio se propone que en el mecanismo de oxidacién anaerobia de ambos complejos de
cobre(ll), los dos centros metdlicos actian, aunque muy probablemente no simultdneamente,
para generar dos moléculas de DTBSQ que dismutan en H,DTBC y DTBQ, cumpliendo asi una
estequiometria sustrato:catalizador 1:1.

Cu(ll)-Cu(ll) + 2 H,DTBC =  Cu(l)-Cu(l) + 2 HDTBSQ + 2H"
J
H,DTBC + DTBQ

Por otra parte, en la Figura 3.4.10 se evidencia huevamente que el complejo dinuclear de cobre(ll)
con el ligante diep presenta mayor actividad sobre su analogo con el ligante dmpa, al observarse
un incremento mayor en la absorbancia a 400 nm en el mismo intervalo de concentraciones del
sustrato.

Una vez realizada la caracterizacion de la interaccidn del complejo Cu,L—H,DTBC en ausencia de
oxigeno molecular en el paso inicial, se expusieron las soluciones resultantes a O, para observar
los cambios en el espectro UV-Vis, adquiriendo los espectros electronicos cada 2 minutos por 1.5
horas. En la Figura 3.4.11 se presentan series de espectros seleccionados obtenidos de este
estudio para los sistemas con el ligante diep y el ligante dmpa.
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Cu,dmpa

Cu,diep

Figura 3.4.11. Cambios en el espectro UV-Vis de las mezclas anaerobias 1:1 H,DTBC:Cu,L en medio
amortiguado de pH = 7.5 en MeOH:H,0 1:1, a 25 °C, tras la exposicion de O, a presion atmosférica. Cu,dmpa
(superior) y Cu,diep (inferior).

Al observar los espectros electrénicos obtenidos para ambos sistemas Cu,diep y Cu,dmpa en la
zona de absorcidn de las quinonas (~400 nm), se aprecia que tras la exposicidon a O,, la banda
caracteristica de semiquinona en 385 nm disminuye gradualmente, mientras que la banda
caracteristica de DTBQ en este medio a 410 nm aumenta, indicando asi la oxidacién de la DTBSQ y
del H,DTBC por el oxigeno molecular.

Por otra parte, si ahora observamos los espectros en la zona de absorcidén de los complejos de
cobre(ll) (~700 nm), se puede notar que la banda caracteristica de las transiciones d-d en 710 nm
para Cu,dmpa y 670 nm para Cu,diep, aumentan gradualmente con la exposicion de O,. Esto
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indica la regeneracién de los catalizadores al oxidarse los sitios de Cu(l)-Cu(l) para producir el
complejo Cu(ll)-Cu(ll) que da lugar a las bandas de absorcion de menor intensidad producidas por
las transiciones prohibidas d-d. En la Figura 3.4.12 se presentan las comparaciones de los
espectros electrdnicos para cada una de las etapas de este experimento.

Cu,dmpa Cu,diep

Figura 3.4.12. Espectros electréonicos adquiridos anaerébicamente en MeOH:H,0 1:1 a 25 °C de (a, linea
negra) Cu,L (0.625 mM) y (b, linea roja) su complejo con H,DTBC (0.7 mM). El espectro (c, linea azul) se
adquirio después de la exposicion de las disoluciones a O, por 1.5 h. Cu,dmpa (izquierda) y Cu,diep (derecha).
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3.4.3. Deteccion de H,0, en la oxidacidon catalitica de H,DTBC.

Una vez caracterizada la interaccién de los complejos modelo con el sustrato H,DTBC en ausencia
de 0O,, se continud con la caracterizacién del segundo paso de la reaccién catalitica de oxidacidn
del sustrato modelo H,DTBC por los complejos dinucleares con los ligantes diep y dmpa.

En el mecanismo propuesto para la enzima catecol oxidasa, en el segundo paso de la reaccién se
se oxida otro equivalente de catecol a quinona en presencia de O, acompafiada de la regeneracion
del estado nativo met y la produccion de agua. Sin embargo, de los estudios de los sistemas
modelo de cobre(ll) descritos en la literatura, se han encontrado dos mecanismos distintos para la
oxidacion catalitica en presencia de oxigeno molecular [47]:

- Mecanismo de dos electrones, en el que el O, se reduce a perdxido de hidrégeno.
2e +2H' + 0, » H,0,

- Mecanismo de cuatro electrones, en el que el O, se reduce a agua.
4e +4H' + 0, » 2H,0

La formacion de peréxido de hidrégeno se ha publicado sélo en algunos casos [17,22,37,49,50,74]
y en la gran mayoria [17,22,37,50] se ha identificado mediante ensayos iodométricos [75].

Este ensayo se basa en la formacion de I3, que tiene una banda de absorcidn intensa caracteristica
en 353 nm, por la reaccién de Kl con H,0,, en exceso del primer reactivo. (H,0, + 2"+ 2H*> 2H,0
+1, y l(ac)+ 1 > 13). Sin embargo este tipo de ensayo no es Util para nuestros sistemas ya que se
ha encontrado que los complejos dinucleares de cobre del grupo de investigacion, reaccionan con
el ioduro de potasio para producir el I3, especie que en el método iodométrico se detecta como
prueba positiva de la presencia de H,0,. Dado este fendmeno, la deteccidon de perdxido de
hidrégeno en la reaccidén catalitica con los sistemas Cu,diep y Cu,dmpa se realiz6 mediante
estudios fluorimétricos en las condiciones de los estudios cinéticos.

Para este estudio se utilizd el ensayo del diacetato de 2’,7’-diclorofluorescina (DCFH-DA),
ampliamente utilizado para la identificacion de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas
en inglés) en sistemas bioldgicos [76-78]. Este reactivo es estable en el estado reducido pero
puede oxidarse por las especies ONOO’, H,0, en presencia de peroxidasas y "OH. Esta oxidacién
estd acompanada de cambios en los enlaces, de tal manera que genera una especie altamente
resonante (fluoréforo) que resulta en el incremento en la fluorescencia (Figura 3.4.13). Asi la
especie reducida es incolora y no fluoresce, mientras que la especie oxidada es altamente colorida
y fluorescente.
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DCFH-DA DCE-DA

Figura 3.4.13. Esquema de reaccion del estudio fluorimétrico para la identificacion de H,0, como producto
de reaccion en la oxidacidn catalitica de H,DTBC catalizada por los complejos dinucleares de cobre(ll).

Aunque se ha informado de la presencia de especies O," en el ciclo catalitico de algunos sistemas
modelo, esta prueba fluorimétrica es adecuada para la identificacion de perdxido de hidrégeno
incluso en presencia de dicha especie, ya que la fluorescina no se oxida por accién de 0, [77].

En la Figura 3.4.14 se presentan los espectros de emisién de fluorescencia de los estudios
realizados en este proyecto.

Figura 3.4.14. Estudio fluorimétrico para la determinacion de produccién de H,0,. (0) A+ 0.5uM H,0,
(control), (O) A + 40l B, (<) DCFH-DA + 40ulL B, (/) DCFH-DA + 0.2 uM CujL.

Se puede observar que hay un incremento en la fluorescencia al llevar a cabo la reaccidn con una
alicuota del producto de la reaccidn catalitica. Este aumento en la fluorescencia se puede atribuir
Unicamente a la presencia de H,0, como producto de reduccién del O, durante el proceso
catalitico, al descartase la oxidacion del compuesto DCFH-DA por accién de alguno de los
componentes de la reaccidon de oxidacion del H,DTBC, tales como el complejo, el sustrato o el
producto DTBQ.
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La formacion de H,0, en el curso de la reaccidn catalitica, indica un mecanismo de dos electrones
en la reduccidn O, para la reaccién catalizada por los complejos dinucleares de cobre(ll).

Adicionalmente, se determind mediante un estudio UV-Vis que el H,0, no se consumia en la
reaccioén catalitica a concentraciones bajas de este reactivo (H,0,: Cu,lL, 2.5 : 1), al no observase
un cambio en la absorbancia a 400 nm (Figura 3.4.15). Este fendmeno también ha sido observado
anteriormente por Reedijk y colaboradores [47], en donde reportan una nula influencia en la
velocidad de reaccién en presencia de concentraciones bajas de H,0, (por debajo de 20
equivalentes molares de H,0, por una mol de complejo).

Figura 3.4.15. Curso de la formacion de DTBQ durante la reaccion catalitica en MeOH:H,0 1:1, en exceso de
catecol (7.7 mM) y Cu,L (0.02 mM) y cantidad minima de O, (inicamente la cantidad disuelta en las
disoluciones) a 25 °C.

De los estudios anteriores se sabe que en el segundo paso de la reaccidn catalitica se produce
H,0, como producto de la reduccién del O, y que éste no se consume en concentraciones bajas.
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3.4.4. Mecanismo catalitico

Basados en los resultados obtenidos de los estudios mecanisticos de los sistemas con los ligantes
diep y dmpa, es posible sugerir un mecanismo para la oxidacién de H,DTBC catalizada por estos
sistemas en la mezcla MeOH:H,0, como se presenta en la Figura 3.4.16.

El ciclo catalitico comienza con la oxidacidon anaerobia del sustrato H,DTBC por el complejo Cu,L.
Los grupos hidroxilo en el complejo asisten la desprotonacidon del sustrato y favorecen la
coordinacion de los sitios de cobre(ll) a éste. Esto se sugiere con base en lo observado en los
estudios de variacion de pH y su correlacidén con la especiacidon de los sistemas en disolucién; para
lo que se encontré que la actividad catalitica de estos sistemas es mayor a pH 8.5 donde
predominan las especies dihidroxiladas de cada uno de los complejos.

Cada uno de los sitios de cobre se coordina a una molécula de sustrato donde se da la oxidacién
del HDTBC via la transferencia de un electrdn. Este proceso se supone no ocurre simultadneamente
en ambos sitios de cobre de la molécula del complejo (recciones a y b), sin embargo al final del
proceso estequiométrico en ausencia de O,, se obtienen dos equivalentes de radical semiquinona
(HDTBSQ) por un equivalente de complejo con ambos sitios de cobre reducidos (Cu(l)-Cu(l)).

Los radicales semiquinona producidos pueden estar libres o unidos a los complejos parcial o
totalmente reducidos (Cu'Cu' y Cu'Cu'). Estos pueden dismutar para producir un equivalente de
sustrato (H,DTBC) y un equivalente de quinona (DTBQ) (reaccién c), para generar una
estequiometria DTBQ:catalizador 1:1 como se determiné de los estudios anaerobios. La evidencia
de formacidn de radicales semiquinona como intermediarios en la oxidacién del catecol ha sido
documentada anteriormente en pocos casos por otros grupos de investigacion [47,49,51,72].

(a) Cu"-Ccu" + H,DTBC = cu'-Cu' + HDTBSQ
(b) Cu"-Cu' + H,DTBC = Cu'-Cu' + HDTBSQ

(c) 2 HDTBSQ - H,DTBC + DTBQ

Esto difiere del mecanismo propuesto para la enzima COx, en que para ésta se propone que la
oxidacion del sustrato es mediante la transferencia de dos electrones, uno por cada centro
metalico, para producir un equivalente de DTBQ y el estado reducido desoxy Cu(l)Cu(l).

Esto se puede explicar en términos del efecto de la distancia de los dos centros metalicos en el
modo de coordinacion. Distancias cortas, cercanas a 3 A como en la COx, promueven la
coordinaciéon del sustrato de manera bidentada a los dos sitios de cobre(ll). Lo que permite que
ambos iones metalicos sean reducidos en la reaccidn estequiométrica con el sustrato dando lugar
a la formacién de quinona y especies reducidas Cu(l)-Cu(l).
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Por otra parte distancias mayores metal-metal, propician la coordinacion del sustrato Unicamente
a uno de los dos centros metalicos. Asi, se transfiere sélo un electrén del sustrato al ion de
cobre(ll) generando especies intermediarias semiquinona.

El ciclo continta en condiciones aerobias, donde se sugiere que el oxigeno molecular se enlace a
cada sitio de cobre reducido Cu(l) y se transfiera un electrén para producir especies Cu(ll)-
superoxo tal como lo ha sugerido Kodera [49], Kaizer [51] y Reedijk [47].

Asi se regenera el estado oxidado del complejo Cu(ll)-Cu(ll), como se confirmd por espectroscopia
UV-Vis y se producen dos radicales superéxido que dismutan para producir O, y H,0,, producto
identificado por fluorimetria (reacciones d-f). El radical superéxido no se ha podido confirmar
debido a que los complejos de cobre catalizan la reaccién de dismutacion de esta especie y es
sumamente dificil detectarlo por técnicas comunes [76-78]. Sin embargo su presencia no se
contrapone a las evidencias experimentales obtenidas en este trabajo.

(d) Cu-Cu'+0, > Cu'-Cu' + 05
(e) cu'-cu'+0, > cu'-cu" + 0,
(f) 20, > H,0,+0,

Asi la suma de las reacciones mencionadas nos da la reaccion global (g):

(g) H,DTBC + 0, - H,0, + DTBQ

Es importante mencionar que no es necesario que el complejo dinuclear de cobre(ll) se reduzca
completamente, el mecanismo puede funcionar con una secuencia de reacciones 2a, ¢, 2e, f. Esto
explicaria que la banda de transiciones d-d de los iones de cobre(ll) (600 -700 nm) no desaparezca
completamente en los espectros obtenidos del estudio de la interaccién de los complejos con el
sustrato en ausencia de oxigeno molecular (seccién 3.4.2).
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Figura 3.4.16. Mecanismo propuesto para la oxidacion catalitica de H,DTBC por los complejos Cu,diep y

Cu,dmpa.
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4. Conclusiones

Se sintetizaron los ligantes diep y dmpa mediante la reaccion de Mannich en medio basico, los
cuales coordinan a iones cobre(ll) para producir complejos dinucleares.

De acuerdo con la caracterizacidon en estado sdlido por medio de difraccion de rayos X del
complejo con el ligante diep, se sabe que la geometria de cada centro metalico es de pirdmide
base cuadrada; con lo que se propone la misma geometria para los complejos dinucleares de Cu(ll)
con el ligante dmpa. Sin embargo para estos ultimos se sugiere que puedan presentar un equilibrio
de dos especies con modos distintos de coordinacion; una en la que el atomo donador de la
cadena lateral del ligante se posiciona en la base de la pirdmide cuadrada y otra en la que se
encuentra ocupando la posicion apical.

El sistema con el ligante diep precipita en disolucién al mantenerlo en un medio con percloratos,
no asi con aniones nitrato. Por el contrario, el sistema con el ligante dmpa precipita en un medio
con nitratos, siendo soluble en medio de percloratos. Esta informacidon fue relevante para elegir el
medio adecuado para realizar los estudios en disolucién como la especiacion y los estudios
cinéticos.

De los estudios potenciométricos se sabe que el complejo dinuclear [Cu,dmpa]® es
significativamente menos estable que su analogo [Cu,diep]*" al obtenerse un valor de constante de
formacion 100,000 veces menor.

Los complejos dinucleares de cobre(ll) con los ligantes diep y dmpa presentan una actividad
catecolasa a pesar de presentar distancias entre los dos centros metalicos mayores a 7 A que
imposibilita la accidn simultanea de los dos iones de cobre(ll) sobre una molécula de sustrato.

La actividad catecolasa para ambos complejos es mayor a pH 8.5 en donde predominan las
especies di-hidroxiladas [Cu,L(H,0)4(OH),]*, las cuales favorecen la desprotonacién del sustrato y
su consecuente union a los centros metalicos.

La actividad catecolasa de estos complejos dinucleares presenta comportamientos distintos al
cambiar la proporcion complejo:sustrato. A proporciones bajas, se observa un comportamiento
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tipo Michaelis-Menten, mientras que a proporciones altas complejo:sustrato una dependencia
lineal en la concentracion del sustrato.

Al igual que lo detectado anteriormente para los complejos Cu,dimp y Cu,dimeim, la naturaleza de
los grupos donadores influye considerablemente en la actividad de éstos. Los ligantes donadores
por oxigeno se enlazan preferentemente a sitios de cobre(ll) coordinados a ligantes aceptores-m,
que a sitios coordinados a donadores-c. Dado esto, el complejo [Cu,diep]* presenta mayor
actividad que el complejo [Cu,dmpal®*.

Los complejos con los ligantes diep y dmpa presentan mayor eficiencia catalitica que sus analogos
cortos dimp y dimeim. Lo que indica que el incrementar el tamafio del anillo quelato de 5 a 6
miembros favorece la actividad catalitica, debido a la mayor flexibilidad del ligante que facilita el
cambio de geometria de los estados reducido Cu(l) y oxidado Cu(ll).

El ciclo catalitico de estos complejos involucra dos pasos:

1. Proceso estequiométrico inicial entre el complejo y el sustrato en ausencia de O,, via
un electrén, con la consecuente produccion de radical semiquinona que dismuta para
producir DTBQy H,DTBC y la produccidn del estado reducido Cu(l)Cu(l).

2. La reoxidaciéon del complejo Cu(l)Cu(l) en presencia de O,, para producir radicales
superdéxido que dismutan en presencia de los complejos de Cu(ll) en H,0, y O..

Los sistemas modelos estudiados no son estrictamente biomiméticos, ya que presentan un
mecanismo catalitico distinto al de la enzima catecol oxidasa a pesar de presentar actividad de
este tipo. Tres principales diferencias son: (1) se oxida una molécula de catecol por ciclo mientras
qgue en la enzima se oxidan dos; (2) se generan intermediarios semiquinonas de la accién de un
sitio de cobre en una molécula de sustrato mientras que en la enzima ambos sitios actian sobre
una misma molécula, (3) el O, es reducido a H,0, mientras que en la enzima es reducido a H,0.

La correlacion de la especiacion en el medio de reaccidn con los resultados cinéticos permitio la
identificacion de la especie activa en las condiciones cataliticas y un mejor entendimiento del
mecanismo de acciéon de los sistemas. De ahi la relevancia de la implementacion de una
metodologia potenciométrica adecuada para la caracterizacion en disolucidn en las condiciones
cataliticas (MeOH:H,0 1:1 v/v).
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En la mezcla de disolventes MeOH:H,0 1:1 v/v los acidos perclérico y nitrico no se comportan
como acidos fuertes, y se determind que en este medio, el acido percldérico es un acido mas fuerte
que el 4cido nitrico, con valores refinados de pK, = 1.86 y pK, = 2.60 respectivamente.

En la evaluacién de la actividad catecolasa de los sistemas modelo intervienen diversos factores de
las condiciones experimentales; por lo que la estandarizacién y control de la metodologia son
importantes para la obtencidn de resultados comparables.
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5. Parte experimental

5.1. Reactivos y equipo

5.1.1. Reactivos

2-metilimidazol, 99 % Aldrich.

3-(dimetilamino)-1-propilamina, =99 %, Aldrich.
2-(2-aminoetil)piridina, 95 %, Aldrich.

Formaldehido, 37.5 % en H,0, Mallinckrodt.

Perclorato de cobre, Cu(ClO,),"6H,0, 98 %, Aldrich.

Nitrato de cobre, Cu(NOs), " 2.5 H,0, 99.9 %, J.T. Baker.
Hidréxido de potasio, 85 %, Merck.

Hidroxido de sodio, 98.4 %, J.T. Baker.

Acido nitrico, 65.2 %, J.T. Baker

Acido perclérico, 70 % , Mallinckrodt.

Nitrato de potasio, KNOs, 99+ %, Aldrich.

Perclorato de sodio, NaClO,, 98+ %, Sigma-Aldrich.

Alcohol etilico absoluto anhidro, 99.9 %, J.T. Baker.

Metanol, >299.6 %, Sigma-Aldrich.

Metanol grado espectrofotométrico, =99.9 %, Sigma-Aldrich.
Acido succinico, 100%, Mallinckrodt.

EDTA disédico, C1oH14N;Na,052H,0, 99.3 %, J.T. Baker.
3,5-di-ter-butilcatecol, 99 %, Aldrich.
3,5-di-ter-butil-o-benzoquinona, 98 %, Aldrich.

HEPES, Acido (N-[2-hidroxietil]piperazina-N’[2-etanosulfénico]), 99.5 %, Sigma.
TRIS, Tris(hydroximetil)-aminometano, 99.9+ %, Aldrich.

N, comprimido, Praxair.

DCFH-DA, diacetato de 2’7’ diclorofluorescina, =97 %, Sigma.
HRP, peroxidasa de rabano, tipo IV, 250-330 unidades/mg, Sigma.
Perdxido de hidrégeno, 30% m, Sigma-Aldrich.

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

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

Analisis elemental. El analisis elemental de los compuestos se realizd en la Unidad de Servicios y
Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica de la UNAM con un analizador elemental
Fisons AE 1108.

Espectroscopia de Infrarrojo. Se obtuvieron los espectros en un espectrofotometro Perkin Elmer
FT-IR, Spectrum RX1 de la USAI.

Resonancia Magnética Nuclear. Los espectros se obtuvieron en un espectrometro Varian Unity
INOVA 300MHz de la USAL.

Reflectancia difusa. Se obtuvieron los espectros en un espectrofotdmetro Varian Cary 500 UV-Vis-
NIR.

Espectroscopia UV-Vis. Los espectros electrénicos se obtuvieron con un espectrofotometro de
arreglo de diodos HP Agilent 8453 y el software UV-Visible Chemstation.

Resonancia paramagnética electronica. Se obtuvieron los espectros en disolucion congelada y en
estado sélido a temperatura ambiente mediante un espectrofotdmetro Bruker ELEXSYS E500
operando en frecuencia de banda-X de la USAI.

Difraccion de Rayos X. La estructura cristalina se obtuvo en la USAI con un equipo SIEMENS P4.

Titulaciones potenciométricas. La determinacion de las constantes de acidez y de formacién de
los complejos se realizd con un titulador automdtico Metrohm SM Titrino 702, en una celda
termostatada. Se mantuvo con agitacion mediante un agitador Metrohm 728 y las mediciones se
realizaron con un electrodo Metrohm Ecotrodo Plus. El software utilizado fue Tiamo, titration and
more 3.1 de Metrohm.

Fluorescencia. Los estudios fluorimétricos se realizaron con un espectrometro de luminiscencia
Aminco, Bowman, Serie 2.
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5.2. Sintesis

5.2.1. Sintesis de los ligantes diep y dmpa

Sintesis del ligante diep

Se disolvieron 1.6432 g (20 mmol) de 2-metilimidazol en aproximadamente 40 mL de agua. A esta
disolucidn se le adicionaron 2.38 mL (20 mmol) de 2-(2-aminoetil)piridina y posteriormente, gota a
gota y con agitacién constante, 4 mL (50 mmol) de formaldehido. Se aumenté el pH de la mezcla
con una disolucidn de hidréxido de potasio (1.2 g, 20 mmol) también en agua (10 mL).

La mezcla de reaccién se calenté en bafio de aceite; al llegar a 60 °C comenzd a enturbiarse por lo
que se le adicionaron 5 mL de etanol. Una vez obtenida la mezcla traslucida, se dejé bajo agitacion
constante a 70 °C por 48 horas. Después de 2 horas a temperatura ambiente y bajo agitacion se
obtuvo un sélido blanco, se filtré al vacio y se lavé con agua fria (4°C).

Se obtuvo el producto blanco y puro (1.5436 g, 2.92 mmol, 14.60 %)

Analisis elemental C,sH35Ng:4H,0 PM = 528.65 uma

Elemento | Calculado | Observado
C 59.07 % 59.65 %
H 7.63% 8.27%
N 21.20% 20.65 %

RMN-H (400 MHz, D,0/DCl, 8): 2.297 (s, 6H, CHs-im.); 3.318 (m, 8H, piridina-CH,-CH,-N-); 3.856 (s,
8H, CH,q-im.); 7.620 (ddd, ) = 8.0 Hz, *) = 6.0 Hz , *J = 1.2 Hz, 2H, H-aromat.); 7.753 (dt, *J = 8.0 Hz,
%) = 0.8 Hz, 2H, H-aromat.); 8.223 (td, ’J = 8.0 Hz, *) = 1.6 Hz, 2H, H-aromat.); 8.377 (ddd, *J = 6.0
Hz, %) = 1.6 Hz, °J = 0.8 Hz, 2H, H-aromat.).

RMN-3C ((400 MHz, D,0/DCl, §):11.03 (2C, CHs-im.); 30.10 (2C, -CH,a-diazecina); 44.41 (4C, CHyq-
im.); 53.67 (2C, -CH,B-diazecina); 124.83 (4C, posicién 4 y 5 im.); 125.65, 127.68, 141.22, 147.34,
152.43 (10C, C-aromat.); 148.22 (2C, posicion 2 im.).

Sintesis del ligante dmpa

Se disolvieron 1.6423 g (20 mmol) de 2-metilimidazol en aproximadamente 15 mL de agua. La
disolucién resultante se adiciond a una disolucién de 3-(dimetilamino)-1-propilamina (2.5 mL, 20
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mmol) en el mismo disolvente (30 mL). A esta mezcla incolora se le agregd, gota a gota y bajo
agitacién constante, 4 mL (50 mmol) de formaldehido disueltos en aproximadamente 15 mL de
agua y una solucion de hidrdoxido de potasio (1.2 g, 20 mmol) en dicho disolvente (10 mL).

La mezcla de reaccién se calentd en bano de aceite a 60 °C por 78 horas con agitacidn constante.
Transcurrido este tiempo, la mezcla tomd una coloracién naranja. Posteriormente se aumentd la
temperatura del baiio a 85 °C y después de 4 horas de calentamiento el producto precipité como
un solido blanco.

Este precipitado se filtré al vacio en caliente (85 °C), obteniéndose el producto blanco y puro
(0.8360 g dmpa, 1.92 mmol, 9.62 %).

Analisis elemental Cy,HoNg-H,0O PM =434.62 uma

Elemento | Calculado | Observado
C 60.80 % 60.50 %
H 9.74 % 10.03 %
N 25.78 % 25.53%

RMN-'H (400 MHz, D,0/DCl, §): 1.920 (q, 3J = 7.6 Hz, 4H, -CH,-CH,-CH,-); 2.201 (s,6H, CHz-im.);
2.733 (s, 12H, -N-(CHs),); 2.793 (t, °J = 7.2 Hz, 4H, -CH,y-diazecina); 3.086 (t, >J = 7.6 Hz, 4H, -CH,a-
diazecina); 3.238 (s, 8H, CHy-im.).

RMN-"C ((400 MHz, D,0/DCl, §):12.66 (2C, CHs-im.); 22.63 (2C, -CH,-CH,-CH,-); 42.85 (4C, -N-
(CHs),); 44.50 (2C, -CH,a-diazecina); 52.49 (4C, CHy,-im.); 56.26 (2C, -CH,y-diazecina); 128.50 (4C,
posicion 4y 5im.); 146.81 (2C, posicién 2 im.)

5.2.2. Sintesis de los complejos dinucleares de cobre(ll)

Sintesis del complejo [Cu,diep(H,0)4](Cl04)4:2H,0

En aproximadamente 15 mL de agua se disolvieron 0.0926 g (0.25 mmol) de Cu(ClO,),-6H,0 y se le
adicionaron, lentamente y bajo agitacidon constante, 0.06652 g (0.125 mmol) del ligante diep. La
disolucién cambié de color azul cielo a un azul-verde intenso conforme se agregé el ligante. Se
filtré y se dejé reposar a temperatura ambiente hasta evaporacidon completa del disolvente. Se
obtuvieron cristales color verde oscuro apropiados para difraccion de rayos X. (0.1197 g, 0.110
mmol, 88 %). (PM = 1089.57 uma).
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Analisis elemental Cyg Has Cls Cu; Ng Oy

Elemento | Calculado | Observado
C 28.66 % 28.30%
H 4.07 % 4.11%
N 10.28 % 10.20 %

Absorbancia

Estado ] .
. Disolucion
solido
Amzx TC 366 nm --
Amzx d-d 629 nm 670 nm

Sintesis del complejo [Cu,diep(NOs),]

Se disolvieron 0.0582 g (0.25 mmol) de Cu(NOs),-2.5 H,0 en aproximadamente 15 mL de H,0 y se
le adicionaron lentamente y bajo agitaciéon constante, 0.06608 g (0.125 mmol) del ligante diep. La
disolucién cambid de un color azul claro a verde claro conforme se agregé el ligante. En seguida de
la adicion total comenzd a precipitar un polvo fino. La mezcla resultante se dejé reposar para
favorecer la evaporacion del disolvente. Se obtuvieron microcristales color azul oscuro. (0.0157 g,
0.0189 mmol, 15.10 %) (PM = 831.70 uma).

Analisis elemental Cy;6H3,Cu;N1,045 Absorbancia

Elemento | Calculado | Observado Estado
C 35.55% 37.55% solido
H 3.88% 4.10% Amax TC 354 nm
N 20.21% 20.05 % Amax d-d 629 nm

Sintesis del complejo [Cu,dmpa ] (NOs),s-H,0

En aproximadamente 15 mL de metanol se disolvieron 0.0586 g (0.25 mmol) de Cu(NO;),-2.5 H,0 y
se le adicionaron, bajo agitacion y lentamente, 0.0543 g (0.125 mmol) del ligante dmpa. En
seguida de la adicién total del ligante, precipitd un polvo fino verde claro. Se dejé reposar la
mezcla a temperatura ambiente hasta evaporacion completa del disolvente. Se obtuvieron
microcristales color verde claro. (0.0398g, 0.05 mmol, 39.32%). (PM =809.73 uma)

Andlisis elemental C;,H4,Cu;N15,043 Absorbancia

Elemento | Calculado Observado Estado
C 32.63% 32.89% sélido
H 5.23% 531% Amax TC 359 nm
N 20.76 % 20.32% Amax d-d 703 nm
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Sintesis del complejo [Cu,dmpa(H;0)4](Cl04)4:2H,0

Se disolvieron 0.0940 g (0.25 mmol) de Cu(ClO,),*6H,0 en aproximadamente 15 mL de MeOH y se
le adicionaron lentamente y con agitacion, 0.0543 g (0.125 mmol) del ligante dmpa. La disolucidn
se tornd verde oscuro conforme se agregaba el ligante. Se filtr6 y se dejé reposar hasta
evaporacién completa del disolvente. Se obtuvo un sélido muy fino color azul oscuro. (0.0257 g,
0.025 mmol, 19.59 %). (PM = 1049.59 uma).

Analisis elemental Absorbancia
Elemento | Calculado Observado
Estado . ..
C 25.18 % 24.78 % L Disolucion
. . sdlido
H 4.99 % 4.89 % Amax TC 378 nm 400 nm
o, )
N 10.68 % 10.62 % A dd 528 nm YT

5.3. Difraccion de rayos X

Para el estudio de difraccién de rayos X del compuesto [Cu,diep(H,0)4](ClO4)s:2H,0 se eligié un
monocristal de un tamafio aproximado de 0.55 X 0.52 X 0.31 mm? y se colocé en el difractémetro
a 298 K. La estructura se resolvid mediante métodos directos computacionales. Todos los dtomos,
excepto los &tomos de hidrégeno se resolvieron anisotrépicamente.

A continuacion se presentan los datos del refinamiento para este compuesto.

Férmula Empirica Cy6 Haa Cls Cuy Ng O,

Peso Molecular 1089.57

Sistema Cristalino Monoclinico

Grupo Espacial P2,/c
a=10.5610(5) A

Dimensiones de la celda b =14.9935(7) A
c=13.4829(6) A
o =90°

Angulos de la celda B =101.280(4)°
vy =90°

Volumen (A% 2093.73(17)

z 2

Temperatura (K) 298(2) K
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Longitud de onda (A) 1.54180

Densidad .. (Mg/m?) 1.728

Coeficiente de Absorcién “p” (mm™) 4.426

Indices Finales R [I>26(1)] R1=0.0439, wR2=0.1108
indices R (todos los datos) R1=0.0527, wR2=0.1162

5.4. Especiacion en disolucion de los sistemas L / Cu,L

Previo a los estudios potenciométricos de los ligantes diep y dmpa y sus complejos dinucleares de
cobre(ll) se realizaron pruebas de solubilidad de disoluciones de estos sistemas con sales de dos
contra iones distintos, nitratos y percloratos. Para esto se encontrd que el sistema con el ligante
diep precipita en un medio con percloratos, mientras que el sistema con el ligante dmpa en un
medio con nitratos. Por esta razon, todas las disoluciones involucradas en los estudios en
disolucidn se prepararon con nitratos para el ligante diep y con percloratos para el ligante dmpa.

5.4.1. Estudios potenciométricos

5.4.1.1. Calibracion del equipo

En agua

Preparacidn y calibracion del electrodo

Se activé la superficie del electrodo de vidrio sumergiéndolo por 3 min alternadamente en una
soluciéon de HNO; 0.1 M y NaOH 0.1 M bajo agitacién constante por triplicado.

El electrodo se calibré en H,0 a 25 °C utilizando disoluciones amortiguadoras con pH=7, 4 y 10.

Preparacién y normalizacion de NaOH en agua

La disolucién de NaOH =0.1 M se prepard a partir de una disolucion concentrada de este reactivo.
Para esto se disolvieron 5 g de hidréxido de sodio en 5 mL de H,0 destilada. La disoluciéon
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resultante se dejo reposar por 3 dias para asegurar la precipitacion de carbonatos. De ésta se
tomaron 2.5 mLy se aforaron a 500 mL con agua destilada hervida, evitando asi una concentracion
significativa de carbonatos, >5%, que interfiera en el andlisis de determinacidén de constantes del
sistema de interés.

El hidréxido de sodio se normalizé con una disolucién 0.02 M de biftalato de potasio como patrén
primario. Se pesaron 0.4089 g de biftalato de potasio y se aforaron a 100mL con una disolucién 0.1
M de KNO; para fijar la fuerza idnica. Se titularon por triplicado 25 mL de la disolucidn a 25 °C, bajo
agitacién constante y atmdsfera de N,, mediante adiciones de 0.01 mL de NaOH.

Los datos de las curvas de titulacion obtenidos por el programa Tiamo 1.3 se analizaron con el
programa Origin 8.0. El volumen al punto de equivalencia se obtuvo mediante el método
matematico de la segunda derivada, obteniéndose una concentracidon promedio [NaOH] = 0.1070
M.

Normalizacién de HNO3/HCIO, y determinacién del %C0O;>

Se prepard una disolucién de HNO3; = 0.1 M a partir de una disolucidon concentrada de este
reactivo. Se tomaron 3.5 mL de la disolucion 14.44 M de acido nitrico y se llevaron a 500 mL con
agua destilada.

Para preparar la disolucién de HCIO, = 0.1 M se tomaron 4.305 mL de una disolucidon 70 % de acido
percldrico y se llevaron a 500 mL con agua destilada.

Ambas disoluciones de acido se normalizaron con la disolucién valorada de NaOH 0.1070 M. Se
prepararon 100 mL de diluciones 1:4 de estos acidos en un medio 0.1 M de KNO; para el caso del
acido nitrico y 0.1M de NaClO, para el acido percldrico. Se titularon por triplicado alicuotas de
25mL de estas disoluciones a 25 °C, bajo agitacion constante y atmdsfera de N,, haciendo
adiciones de 0.01 mL de la disolucidn titulante.

Los datos obtenidos se analizaron de la misma manera que los obtenidos de la valoracién de
NaOH. La concentracion promedio obtenida para cada acido fue [HNO;s]= 0.1010 M y [HCIO,4]=
0.1054 M.

Adicionalmente se realizd el andlisis del porcentaje de carbonatos presentes en la disolucién de
hidréxido de sodio empleando el método de Gran [79].

Este método ha probado ser excelente para la determinacién de los puntos de equivalencia (veg);
de acuerdo a éste, en una titulacion potenciométrica, los puntos anteriores al vq ajustan a una
recta al aplicérseles la funcién @ = (V;,,; + v) X 107PH, asi como los puntos posteriores a v, al
aplicarsele la funcién @' = (V;,; + v) X 10P#. Ambas rectas se intersectan en @ =0 en el
volumen de equivalencia. Sin embargo, si la disolucion de la base estd contaminada con
carbonatos, los puntos posteriores al punto de equivalencia presentaran una curvatura en la
region de veq.
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El valor de v, = V4[H']/[B] (donde B = ([OH]+2[CO*]) es la concentracidn de la base) se puede
encontrar utilizando los datos previos al punto de equivalencia. Si la funcién @'(v) es lineal en un
intervalo apreciable de v, al extrapolar dicha funcién intersectara al eje de las abscisas en v,' =
Vu4[H'1/B’ (donde B’ es la concentracidn total de iones OH en la solucidn de la base).

De esta manera, para determinar la concentraciones de carbonatos en la disolucidon de hidréxido
de sodio, se aplicaron las funciones @ y @' a los datos obtenidos de la normalizacién de los 4cidos
HNO; y HCIO,;, obteniéndose dos rectas. Se les realizd un ajuste lineal y se obtuvieron sus
ecuaciones del tipo y = mx + b. Al igualar y;y y, a cero, se obtuvieron los valores de x; y x5, los
cuales se introdujeron en la siguiente ecuacién para determinar la concentracidn de carbonatos:

%C0%~

En mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v

Preparacidn y calibracion del electrodo

Una vez calibrado el electrodo y normalizado las disoluciones de NaOH, HNO; y HCIO, en medio
acuoso, se realizd una calibracidon del electrodo en la mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v utilizado una
solucién amortiguadora de succinatos en dicha mezcla de disolventes. Esta disolucidn
amortiguadora se prepard disolviendo 0.2124 g de dacido succinico en 100 mL de la mezcla
MeOH:H,0 y se le adicionaron 0.45 mmol de NaOH. Con estas cantidades se obtiene una
disolucién amortiguadora de pH = 4.94 [80].

Se calibré el electrodo con un solo punto a 25°C y bajo agitacién constante.

Determinacion del factor de correccion de pH

Es posible realizar determinaciones potenciométricas en mezclas de disolventes mediante la
correccion de los valores obtenidos de la titulacidn utilizando la siguiente expresion [81]:

+ [pHcal - pHexp " Ef

H = pH
p corr p exp pHcal

donde pHcorr es el pH corregido, pHexp el pH experimental; pHcal el pH de calibracién del
electrodo de vidrio (4.94) y Ef es la eficiencia fem para el factor del sistema de medida.
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Para esto se realizod la titulacién de un acido fuerte (HNO3/HCIO,4) en la mezcla MeOH:H,0 con una
base fuerte (NaOH). Debido a que la disolucién titulante se encontraba en medio acuoso, se
requirié preparar una disolucién de acido de una concentracidn tal que al titular 25 mL de ésta se
requirieran 2.5mL de NaOH como maximo (10 % en volumen) para evitar un cambio significativo
en la composicién de la mezcla MeOH:H,0 1:1. Se prepard una disolucién de HNO; 0.0107 M en la
mezcla de disolventes. Se tomaron 10.549 mL de la disolucidn acuosa 0.1010 M de este acido
previamente preparada, se le adiciond el mismo volumen de MeOH vy finalmente se aforé a 100
mL con una mezcla MeOH:H,0 con fuerza idnica 0.1 M de KNOs.

Se titularon por triplicado alicuotas de 25 mL de esta disolucidn a 25 °C, bajo agitacién constante y
atmoésfera de N, realizando adiciones de aproximadamente 0.1mL de NaOH. Para cada adicién de
titulante se adquirio el valor de pH y de potencial.

Los datos obtenidos se analizaron en una hoja de calculo de Excel 2007. Conociendo los valores de
pHexp, dados por la lectura del equipo a cada volumen adicionado de NaOH, y el valor del pHcal
de la solucion amortiguadora de succinatos se alimentd la ecuacién antes mencionada dando un
valor aleatorio a Ef. Se trazo el grafico del potencial en funcién del pH corregido (pHor) Y Se vario
el valor de Ef hasta obtener una pendiente m= -59.16, que es el coeficiente de la ecuacion de
Nernst cuando n=1. Se obtuvo un valor promedio de Ef= 0.0122

Adicionalmente se realizé el mismo procedimiento para la determinacién del factor de correcciéon
de pH con percloratos como contra iones. La disolucién de HCIO, 0.0107 M se prepard a partir de
10.152 mL de la disolucién 0.1054 M de éste acido antes preparado. Se adicioné el mismo
volumen de MeOH y se aforé a 100 mL con una disoluciéon 0.1 M de NaClO, en MeOH:H,0.

Se tituld la disolucién y se analizaron los datos de la misma manera que para el acido nitrico
obteniendo un valor promedio de Ef =0.1532

Estos valores se utilizaron posteriormente en la correccidon de los datos potenciométricos de las
titulaciones de los sistemas L/CusL.

5.4.1.2. Determinacion de las constantes de acidez (pK,) y constantes de formacion (log

B)

Determinacion de las constantes de acidez (pK.s)

Se prepararon disoluciones &cidas de los ligantes (L) 1 mM en la mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v. Estas
se prepararon a partir de los ligantes diep y dmpa vy las disoluciones acuosas de HNO; 0.1010 M y
HClO, 0.1054 M respectivamente. La relacidn 1:1 v/v de los disolventes MeOH:H,0 se mantuvo al
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agregar un volumen igual de metanol por cada volumen utilizado de las disoluciones acuosas. Se
aforaron a 100 mL con disoluciones 0.1 M de KNO; y NaClO, en la mezcla de disolventes para
mantener la fuerza idnica constante. Las concentraciones de cada especie en disolucion son las
siguientes:

[L]=1mMy [H]=7mM

Se titularon por triplicado alicuotas de 25 mL de las disoluciones anteriores a 25 °C, bajo agitacion
constante y atmdsfera de nitrégeno, haciendo adiciones de 0.01 mL de la disolucidn valorada de
hidréxido de sodio 0.1070 M.

Los datos obtenidos por el programa TIAMO 1.3 se analizaron mediante el programa Hyperquad
2003 y se obtuvieron los valores de las constantes de acidez de cada ligante. Con los valores
obtenidos se trazaron los diagramas de distribucidn de especies con el programa MEDUSA.

Determinacion de las constantes de formacion (log B)

Se prepararon disoluciones 1 mM de los complejos dinucleares de cobre(ll) formados in situ en la
mezcla MeOH:H,0 1:1 a partir de los ligantes diep y dmpa, las disoluciones acuosas de HNO;
0.1010 M y HCIO, 0.1054 M vy disoluciones acuosas estandarizadas de Cu(NO;), 0.1596 M vy
Cu(ClQ,), 0.1958 M respectivamente. Para cada disolucién se mantuvo la proporcion MeOH:H,0
1:1 v/v adicionando un volumen igual de metanol por cada volumen de disolucidén acuosa
utilizada. Estas se aforaron a 100 mL con disoluciones 0.1 M de KNO; (diep) y 0.1 M de NaClO,
(dmpa) en la mezcla de disolventes para mantener la fuerza idnica. Las concentraciones obtenidas
para cada especie son las siguientes:

[L]=1mM, [Cu®]=2mMYy[H]=7 mM

Se titularon por triplicado alicuotas de 25 mL de estas disoluciones a 25 °C, bajo agitacidn
constante y atmasfera de N,, haciendo adiciones de 0.01 mL de la disolucién valorada de hidroxido
de sodio 0.1070 M.

Los datos obtenidos por el programa TIAMO 1.3 se analizaron mediante el programa Hyperquad
2003 y se obtuvieron los valores de las constantes de formacién de los complejos. Con los valores
obtenidos se trazaron los diagramas de distribucion de especies con el programa MEDUSA.
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5.5. Estudios cinéticos y mecanisticos de los complejos [Cu,L]*

5.5.1. Evaluacion de la actividad catecolasa

La actividad catecolasa se evalud con la reaccidn modelo de oxidacion del 3,5-di-ter-butilcatecol
(H,DTBC) a 2540.1 °C en la mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v. La reaccién se sigui6 a través del incremento
de la banda caracteristica del producto de oxidacion 3,5-diter-butil-o-benzoquinona (DTBQ) a 400
nm en funcidn del tiempo. El coeficiente de absortividad molar de la DTBQ se determind mediante
una curva patrén en la mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v, obteniéndose un g, de 1627 M?*cm™ a 400 nm.

Todos los experimentos se llevaron a cabo de la misma manera; se colocd en una celda de cuarzo
con paso 6ptico de 1 cm, 1 mL de disolucion amortiguadora (HEPES o TRIS), 1 mL de la disolucidn
de catalizador ([Cu,L]*) y 1 mL de la disolucién de sustrato (H,DTBC); siempre en ese orden.
Inmediatamente después de la adicion del sustrato, se agitd la mezcla de reaccidn y se adquirieron
los espectros de absorcién de 200 a 1100 nm cada 0.5 s por 120 s. Cada una de las mediciones se
realizd por quintuplicado

De la grafica de la absorcién a 400 nm en funcién del tiempo, se determinaron las velocidades
iniciales dadas por la pendiente, en unidades AA/s, de los segundos iniciales después de la adicion
del sustrato, en los que la variacién de la absorbancia era lineal. Estos datos se convirtieron a
unidades de concentracién de DTBQ producida utilizando el coeficiente de extincién molar de esta
especie.

Las disoluciones de partida se prepararon en la mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v a 25 °C; condiciones que
se mantuvieron después del mezclado en la celda. Después del mezclado las concentraciones de
cada reactivo se reducen a un tercio de las concentraciones originales. El metanol utilizado en
todos los casos fue grado espectrofotométrico. Como blanco para cada estudio se utilizé la
disolucién amortiguadora en la mezcla MeOH:H,0 1:1 en concentracién igual a la utilizada en los
experimentos.

Es importante hacer notar que todo el material necesario tanto para la preparacion como el
almacenamiento de la disolucién de H,DTBC, estuvo previamente sumergido en una disolucién
acuosa de EDTA 0.025 M. Antes de ser utilizado se enjuagd exhaustivamente con abundante agua
destilada y metanol para evitar impurezas. Las disoluciones de H,DTBC se contuvieron en material
ambar para protegerlo de la luz solar.
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Se realizaron tres estudios distintos con la finalidad de evaluar la dependencia de la velocidad de
la reaccién con respecto al pH, a la concentracién del catalizador ([Cu,L]**) y a la concentracién del
sustrato (H,DTBC).

Variacion de pH

Para determinar la influencia del pH sobre la actividad catalitica se mantuvieron constantes las
concentraciones de los catalizadores [Cu,L]** y del sustrato H,DTBC y se varié el valor de pH en la
mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v a 25 °C.

Se prepararon 25 mL de disoluciones amortiguadoras 0.45 M en la mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v. En la
siguiente tabla se muestran las disoluciones preparadas de cada amortiguador.

Amortiguador pH
7.0
HEPES 7.5
8.0
8.5
TRIS 9.0
9.5

El valor de pH se ajustd en cada caso con NaOH y HNO; para el estudio del complejo con el ligante
diep y HCIO, en el caso del estudio con el ligante dmpa.

También se prepararon 50 mL de disoluciones 0.06 mM de los complejos [Cu,diep]* y [Cu,dmpa]**
a partir de disoluciones stock 3 mM y 6 mM de éstos respectivamente y 50 mL de una disolucién 6
mM de H,DTBC; todas en la mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v.

Se realizaron los estudios cinéticos de la manera antes descrita, obteniéndose las siguientes
concentraciones en celda:

[Amortiguador] = 0.15 M, [Cu,L] = 0.02 mMy [H,DTBC] = 2 mM.

Para este estudio fue necesario tomar un blanco a cada valor de pH utilizado.

Se realizé6 de manera paralela un estudio de la influencia del pH en la oxidacién del H,DTBC sin
catalizador. Para lo cual, se sustituyd el volumen adicionado del complejo por el mismo volumen
de la mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v para obtener informacion de la oxidacion debida Unicamente al
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medio.

Cada una de las mediciones se realizé por quintuplicado, de modo que los resultados presentados
son un promedio de dichas lecturas.

De este estudio también se determind el pH éptimo de la reaccién catalizada por cada uno de los
complejos estudiados. Este valor de pH se eligié en donde la diferencia entre la velocidad dada por
la reaccion de oxidacidn catalizada y la velocidad de la reaccion de oxidacidon debida al medio
fuese la mayor.

Variacion de la concentracion del catalizador

Para la determinacion de la influencia de la concentracién del catalizador en la velocidad de
reaccion, se realizaron las mediciones cataliticas manteniendo constante el pH del amortiguador
(PHsptimo=8.5) v la concentracion del sustrato.

Se prepararon 5 mL de disoluciones de los complejos de diversas concentraciones a partir de las
disoluciones concentradas 3 mM del complejo Cu,diep y 6 mM del complejo Cu,dmpa. También 50
mL de una disolucién 0.45 M del amortiguador TRIS a pH 8.5, y 50 mL de una disolucién 6 mM de
H,DTBC, preparada en el instante previo al inicio de la experimentacidén. Todas ellas en la mezcla
MeOH:H,0 1:1 v/v. La tabla muestra las concentraciones de cada reactivo para este estudio.

[CusL]gisolucion [CusLl]celga [TRIS]cetda | [H2DTBC]celda
(mM) (mM) (M) (mM)
0.03 0.01
0.06 0.02
0.09 0.03
0.12 0.04 01> 20
0.15 0.05
0.18 0.06

Variacion de la concentracion del sustrato

El efecto de la concentracidon del sustrato sobre la velocidad de reaccidn se determind para ambos

complejos manteniendo constante el pH de la disolucidn amortiguadora y la concentracién del
catalizador.
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Se prepararon 5 mL de disoluciones de H,DTBC de concentraciones variadas en el intervalo 0.3 a
75 mM en el caso del estudio con el complejo [Cu,dmpal*, y en el intervalo 0.06 a 2.1 mM para el
complejo [Cu,diep]™.

En el caso del estudio con el complejo [Cu,dmpa]** dichas disoluciones se prepararon a partir de
una disolucion stock 75 mM de H,DTBC en la mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v. Se pesaron 0.4188 g de
este reactivo, se disolvieron en 12 mL de metanol y se le agregaron poco a poco 12 mL de agua.
Finalmente se aford la disolucion a 25 mL con la mezcla de disolventes. De la misma manera se
prepard una disolucidn stock 4 mM del sustrato para preparar a partir de ésta las disoluciones de
concentraciones necesarias para el estudio con el complejo [Cu,diep]**.

Se prepararon también 50 mL de una disolucién 0.45 M del amortiguador TRIS a pH 8.5, y 50 mL
de una disolucién 0.03 mM de los complejos Cu,diep y Cu,dmpa a partir de disoluciones stock 3
mM y 6 mM de éstos respectivamente; todas ellas en la mezcla MeOH:H,0 1:1 v/v. En la siguiente
tabla se resumen las concentraciones utilizadas en este estudio.

Concentracion en celda: [TRIS] = 0.15 M, [[Cu,L]*] = 0.01 mM
dmpa diep
[H,DTBClyisolucisn | [H2DTBCleelda Relacion [H,DTBClyisolucisn | [H2DTBCleelda Relacién
(mM) (mM) Cu,L: H,DTBC (mM) (mM) Cu,L: H,DTBC
0.3 0.1 1:10 0.06 0.02 1:2
0.6 0.2 1:20 0.12 0.04 1:4
0.9 0.3 1:30 0.18 0.06 1:6
1.2 0.4 1:40 0.24 0.08 1:8
1.5 0.5 1:50 0.3 0.1 1:10
1.8 0.6 1.60 0.45 0.15 1.15
2.7 0.9 1:90 0.6 0.2 1:20
3.6 1.2 1.120 0.75 0.25 1.25
6.0 2.0 1:200 0.9 0.3 1:30
9.0 3.0 1:300 1.2 0.4 1:40
15.0 5.0 1:500 1.5 0.5 1:50
24.0 8.0 1:800 1.8 0.6 1:60
45.0 15.0 1:1500 2.1 0.7 1:70
75.0 25.0 1:2500
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5.5.2. Interaccién de los complejos [Cu,L]** con H,DTBC en ausencia de O,.

Se estudid espectrofotométricamente la interaccidon de cada uno de los complejos de Cu(ll) con el
sustrato en ausencia de O,, para lo cual se realizaron titulaciones espectrofotométricas en
ausencia de O, de una solucién de [Cu,L]*" en un medio amortiguado de pH con una disolucién de
H,DTBC.

Se prepararon 10 mL de disoluciones 1 mM de los complejos [Cu,diep]* y [Cu,dmpal®, 25 mL de
disolucién amortiguadora 0.45 M HEPES pH = 7.5 y 15 mL de H,DTBC 60 mM. Las primeras dos en
la mezcla MeOH:H,0 (1:1) v/v y la Gltima en MeOH. En todos los casos el metanol utilizado fue
grado espectrofotométrico.

Se colocaron 3.125 mL de la disolucién de [Cu,L]*" y 1.665 mL de la disolucién amortiguadora
HEPES en una celda de cuarzo de paso 6ptico de 1 cm y finalmente 0.210 mL de la mezcla de
disolventes para completar un volumen total en celda V, = 5 mL, de tal forma que las
concentraciones en celda fueron las siguientes:

[Amortiguador] = 0.15 M, [Cu,L] = 625uM

Todas las disoluciones se evacuaron de O, mediante el burbujeo continuo de N, en una atmdsfera
saturada de la mezcla MeOH:H,0 (1:1) previo a la titulacidn y durante ésta. Para ello se utilizd un
sistema desoxigenado como el que se muestra a continuacion:

Como blanco se utilizé la disolucién amortiguadora en una concentracién igual a la utilizada en los
experimentos. Se tomd el espectro electronico del complejo en solucién amortiguadora y se
realizaron adiciones de 10 pL de la solucién 60 mM de H,DTBC hasta llegar a un volumen
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adicionado de 120 puL, adquiriendo el espectro electrénico en el intervalo de 200 a 1100 nm para
cada volumen agregado. La relacién estequiométrica ([Cu,L]*":H,DTBC) varié de 1:0.2 a 1:2.3.

Adicionalmente se realizé el mismo procedimiento, con la uUnica diferencia que en este caso la
titulacion se frend al llegar a la proporcién estequiométrica [Cu,L]*":H,DTBC 1:1. Posteriormente
se dejé entrar O, y se adquirieron los espectros electronicos cada 2 minutos por 1.5 horas.

5.5.3. Deteccion de H,0, en la oxidacion catalitica de H,DTBC

La determinaciéon de perdxido de hidrogeno como producto de la reaccién catalitica se realizd
mediante técnicas fluorimétricas. Para ello se utilizd la siguiente reaccidn, en la que se produce el
fluoréforo DCF como producto de la oxidacion [77].

DCFH-DA

Se prepard una disolucién 2 mM de DCFH-DA. Se pesé 1 mg de DCFH-DA y se disolvié en 1 mL de
disolucién amortiguadora acuosa 0.15 M de TRIS pH = 8.5.

También se preparo una disolucion de la peroxidasa de rabano (HRP) en agua (1.2 mg en 0.6 mL de
H,0) que se mantuvo en bafio de hielo; una disolucién 0.4 mM de H,0, en agua y finalmente la
mezcla catalitica de la reaccién de oxidacion de H,DTBC (0.75 mL de TRIS 0.15 M pH=8.5 + 0.03 mL
de [Cuzdiep]‘” 1mM + 0.72 mL de H,DTBC 16 mM, todas ellas preparadas en la mezcla MeOH:H,0
1:1), la cual se dejé reaccionar por 1.5 horas en cantidad minima de O, (Unicamente la cantidad
disuelta en las disoluciones).

A partir de las disoluciones anteriores se prepararon las siguientes mezclas:

A: 4mL disolucién amortiguadora + 5 uL DCFH-DA + 20 pL HRP + 5 pL H,0; (control positivo).

B: 4mL disolucién amortiguadora + 5 uL DCFH-DA + 20 pL HRP + 40 pL del producto de reaccién
catalitica.

C: 4mL disolucién amortiguadora + 5 pL DCFH-DA + 40 pL del producto de reaccidn catalitica.

D: 4mL disolucién amortiguadora + 5 puL DCFH-DA + 40 pL de [Cu,diep]*" 1mM.
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Todas las mezclas se dejaron reposar 1.5 horas en ausencia de luz para que la reaccion se llevase a
cabo completamente.

Se fijaron las longitudes de onda de excitacion (485 nm) y de emision (520 nm) del fluoréforo y se
midio la fluorescencia de cada una de las mezclas en el intervalo de 500 a 580 nm con un barrido
de 1 nm/s en una celda para fluorescencia con paso 6ptico de 1 cm.

Una vez detectado el peréxido de hidrégeno como producto de la reaccidn catalitica, se determind
mediante estudios espectroscdpicos UV-Vis si éste se consumia en la reacciéon de oxidacion del
H,DTBC. Para esto se llevé a cabo la oxidacidn catalitica en exceso de catecol y cantidad minima de
0,, Unicamente la cantidad disuelta en las disoluciones.

Se preparé una disolucién amortiguadora 0.3M de TRIS pH=8.5, una disoluciéon 16 mM de H,DTBC,
una disolucién 1 mM del complejo [Cuzdiep]4+ y una disolucion 2 mM de H,0,, todas ellas en la
mezcla MeOH:H,0 1:1.

Se colocd en una celda de cuarzo con paso éptico de 1 cm, 2.1 mL de disolucién amortiguadora,
0.084 mL de la disolucién del complejo y 2.016 mL de H,DTBC y se dejé llevar a cabo la reaccidn de
oxidacion a celda cerrada. El avance de la reaccion se monitored mediante el aumento en la
absorbancia a 400nm, correspondiente a la formacidn del producto de oxidacién DTBQ. Al finalizar
la reaccién a consecuencia del insuficiente O,, dejé de observarse un cambio en la absorbancia. A
la mezcla de reaccién restante que contenia aun H,DTBC y [Cu,L]* se le agregaron 10 plL de H,0,,
con lo cual no se observd un nuevo aumento en la absorbancia a 400 nm, indicando asi que el
peréxido de hidrégeno no oxidé al H,DTBC.
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