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dihe:2,8-dimetil-5,11-di-(hidroxietil)-1,4,5,6,7,10,11,12-octahidroimidazo[4,5h]-
imidazo[4,5-c][1,6]diazecina.

dihp: 2,8-dimetil-5,11-di-(hidroxipropil)-1,4,5,6,7,10,11,12-octahidroimidazo[4,5h]-
imidazo[4,5-c][1,6]diazecina.

diep: 2,8-dimetil-5,11-di-(2-etilpiridina)-1,4,5,6,7,10,11,12-octahidroimidazo[4,5h]-
imidazo[4,5-c][1,6]diazecina.

dimp: 2,8-dimetil-5,11-di-(2-metilpiridina)-1,4,5,6,7,10,11,12-octahidroimidazo[4,5h]-
imidazo[4,5-c][1,6]diazecina.

mihe: 2-[N’-{2-etil-5-metilimidazol-4-il)metil}(N-metil)amino]etanol

miep: 2-[N’-{2-etil-5-metilimidazol-4-il)metil}(N-metil)Jamino]piridina
emisar: N’-{2-etil-5-metilimidazol-4-il)metil(N'N"'N"""-trimetil)etilendiamina
emitrim: Acido 2-[N-{(2-etil-5-metilimidazo-4-il)metil}(N-metil)amino] etanoico
DMP: 2,6-Dimetilfenol

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

EPR: Resonancia Paramagnética electrdnica

PPE: siglas en inglés poly (2,6-dimethyl-1,4-phenylene ether))

PPO: siglas en ingles poly (2,6-dimethyl-1,4-phenylene oxide))

TMBD: 3,3,5, 5’'-tetrametil-bifenil-4,4"-diol

DPQ: 3,3, 5,5"-tetrametil-4,4’-difenoquinona

MeCN: Acetonitrilo

MeOH: Metanol

DTBC: 3,5-di-terc-butilcatecol

DTBQ: 3, 5-di-terc-butilquinona

DTBF: 2, 6-di-terc-butilfenol

PHS: Fenoxazinona sintasa (siglas en inglés)

TEA: N,N,N-trietilamina

Vo : Velocidad inicial



Km: Constante de Michaelis-Menten

Kcat: Constante catalitica o niumero de recambio
Vmax : Velocidad maxima

DDQ: 2,3-Dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona
BQMI: Iminobenzoquinona (siglas en inglés)
OAP: o-Aminofenol

Mn: Masa molecular promedio en unidades (polimeros)
Amax: Longitud de onda mdaxima

kobs: Constante de velocidad observada

Cat: Catalizador

CatS: Complejo catalizador- sustrato

S: Sustrato

[CuL]: Complejo mononuclear de Cu(ll)

[Cuzl]: Complejo dinuclear
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INTRODUCCION

En la mayoria de los sistemas bioldgicos, metales de transicién como: hierro, niquel,
cobalto, cobre, manganeso, zinc, molibdeno, se encuentran formando parte de un grupo
de proteinas conocidas como metaloproteinas que constituyen el dominio de la quimica
bioinorganica. Dentro de la clasificacién de estas macromoléculas se encuentran las
denominadas metaloenzimas cuyas funciones dependen de la naturaleza del catién
metalico dentro del sitio activo. En nuestro caso, el interés por las metaloenzimas es por
aquellas que contienen uno o mds atomos de cobre en su sitio activo; puesto que su
actividad siempre estd asociada a reacciones de transferencia electrdnica, catdlisis de
oxidaciéon de sustratos organicos (aminas, carbohidratos, fenoles, etc) por O3; transporte,

activacion y reduccién del O3, debido a las propiedades rédox que posee el catién metdlico.

Ante la complejidad de estas metaloenzimas, resulta todo un reto aislarlas,
purificarlas y manipularlas con la finalidad de realizar estudios que brinden informacion
certera acerca de la estructura y actividad catalitica de sus sitios activos. Sin embargo, para
algunos grupos de investigacién la complejidad de estas macromoléculas no resulta ser una
limitante para estudiarlas'. Una de las posibles vias a las que han recurrido los quimicos
bioinorganicos para resolver esta problematica es modelar y sintetizar compuestos de
coordinacion de bajo peso molecular que emulen algunas de las caracteristicas,
propiedades y funciones de sus centros activos denominados “sistemas modelo”,
“complejos biomiméticos” o “complejos bioinspirados”. Estos sistemas modelos, ademas
de proporcionar un mayor entendimiento acerca de las metaloenzimas por medio de
informacién cinética, estructural y espectroscopica para compararla con el sistema
biolégico, permiten obtener informacién que es dificil de obtener de los estudios directos
con las metaloenzimas. La obtencién de estos compuestos tiene el potencial no solo de
proporcionar entendimiento acerca del funcionamiento de las metaloenzimas, sino
también para producir nuevos catalizadores que permitan efectuar transformaciones con
aplicaciones practicas, que son dificiles de llevar a cabo, en condiciones suaves de reaccidn.

Algunos ejemplos son las oxidaciones selectivas llevadas a cabo mediante el uso de O..



INTRODUCCION

Una de las caracteristicas estructurales mas comunes en las metaloenzimas de
cobre, es encontrar al cation metalico coordinado a residuos imidazédlicos de histidina. Esto
ha inspirado a varios grupos de investigaciéon a disefiar y sintetizar compuestos de
coordinacion de cobre preferentemente con ligantes que contengan atomos de nitrégeno

de naturaleza heteroaromatica.

En nuestro grupo de investigacidon se han sintetizado y caracterizado una importante
colecciéon de ligantes dinucleantes y mononucleantes derivados de imidazol y sus
correspondientes complejos de cobre (ll) cuyas propiedades estructurales,
espectroscépicas, magnéticas y cataliticas también han sido estudiadas, encontrandose que
los complejos dinucleares de Cu(ll) pese a no ser tan buenos modelos estructurales de la
catecol oxidasa presentan una importante actividad catecolasa en comparacidén con
muchos modelos de Cu(ll) descritos en la literatura. Ademas, se han sintetizado complejos
mononucleares de Cu(ll) analogos a los complejos dinucleares, para los cuales su actividad
catecolasa disminuye drasticamente; hasta la fecha no se comprende la razén de este
fenédmeno. Ante la importante actividad catalitica mostrada por los complejos
bioinspirados de Cu(ll) surgié la idea de explorar la reactividad de esta serie de complejos

dinucleares y mononucleares de cobre (ll) frente a compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos pueden llevar a cabo reacciones de acoplamiento
oxidativo. Este tipo de reacciones consisten principalmente en la activacion del enlace C-H
del anillo aromdatico para dar paso a formacidon de enlaces C-C o C-O entre anillos
aromaticos. Esta reactividad depende principalmente de la naturaleza de los sustituyentes
de las posiciones orto y para del anillo aromatico del compuesto fendlico. Este trabajo se
enfoca en estudiar la actividad catalitica de los complejos bioinspirados de Cu(ll) en las

reacciones de acoplamiento oxidativo de dos distintos fenoles:

a) La polimerizacién del 2,6-dimetilfenol (producto de acoplamiento C-O) en el
medio MeCN/H;0, ya que dicho producto de polimerizacion es un termoplastico
utilizado como materia prima en la fabricacion de productos de interés

industrial.
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b) Lareaccién de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol en solucién metandélica
produciendo la 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona que presenta propiedades
antimicrobianas, aunque el verdadero interés por esta reaccion se debe a su uso
como reaccién modelo para evaluar la actividad fenoxazinona sintasa de
diversos complejos de Co, Mn, Fe y Cu. La fenoxazinona sintasa es una
metaloenzima que contiene cobre, cuya funcién consiste en catalizar la reaccidn
de acoplamiento de un derivado de OAP cuyo producto posee potentes
actividades antineoplasicas para ser utilizado como farmaco en el tratamiento

de diferentes tipos de cancer.

Para caracterizar y cuantificar los productos obtenidos en los diferentes procesos

oxidativos se utilizan diferentes técnicas como: *H-RMN, 3C-RMN y Espectroscopia UV-Vis.

Se comparod la actividad catalitica de los complejos bioinspirados de Cu(ll) en las
reacciones de acoplamiento oxidativo de los sustratos mencionados anteriormente, con la
finalidad de entender como las variaciones estructurales y electrdnicas del tercer diente en
los ligantes afecta el rendimiento del proceso de polimerizacidn y la longitud de cadena del
producto polimérico. Por otra parte, en el caso de la reaccién oxidativa del 2-aminofenal,
las variaciones estructurales y electrénicas del tercer diente en los complejos bioinspirados
de Cu(ll) afectan la velocidad inicial (vo) del proceso oxidativo encontrandose por medio de
estudios cinéticos un comportamiento totalmente distinto al variar la concentracién del

sustrato para los complejos bioinspirados de Cu(ll)
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Capitulo 1

ANTECEDENTES

1.1 Cobre presente en los sistemas biolégicos

El cobre es un elemento esencial que requieren los sistemas vivos para el funcionamiento
de diversos procesos bioldgicos. Este metal se encuentra en concentraciones del orden de
partes por millén (ppm) en la mayoria de los organismos vivos, siendo el tercer metal de
transicién mas abundante en el cuerpo humano con un valor de 1.7 ppm, por detras de
hierro y cinc?. La mayor parte del cobre presente en los sistemas bioldgicos se encuentra
enlazado a numerosas proteinas, cuyo entorno de coordinacidn dentro del sitio activo de la
metaloproteina juega un papel relevante en las funciones bioquimicas que ésta desempefia.
Los estados de oxidacion mas comunes del cobre y que presentan relevancia bioldgica son:
Cu (1) y Cu (ll). El Cu (1), que es un acido “blando”, se encuentra enlazado a las proteinas
mediante de residuos de cisteina o0 metionina de la macromolécula, siendo el azufre el
atomo donador. En cuanto al Cu (ll), que es un acido “intermedio”, el rango de ligantes
aumenta incluyendo atomos de nitrégeno provenientes de residuos de histidinicos,
caracteristica estructural comun en la mayoria de las metaloenzimas de cobre. También se
puede encontrar enlazado a grupos carboxilato provenientes de residuos de aspartato y
glutamato, dtomos de nitrégeno y grupos carbonilo provenientes del esqueleto de la

proteina y por Ultimo d4tomos de azufre de cisteina y metionina3.
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1.1.1 Clasificacion de las metaloenzimas de cobre (Il)

Las metaloproteinas de cobre han sido muy estudiadas y para tratar de sistematizarlas se

han utilizado diversos criterios. Existen dos clasificaciones importantes que se basan en:

a) Lafuncién que desempefian.

b) La estructura del sitio activo.

Ninguna de las dos clasificaciones es excluyente puesto que ambas nos proporcionan
informacién acerca del cobre en los sistemas vivos. Los criterios que se utilizan para la
clasificaciéon de la estructura del sitio activo se realizan en funcién de las caracteristicas
espectroscépicas y magnéticas de los centros metalicos, las cuales reflejan la estructura
electronica y geométrica del centro activo de la metaloenzima. Se han identificado siete
tipos de metaloenzimas de cobre, a partir de datos experimentales: tipo | (plastocianina y
azurina), tipo Il (galactosa oxidasa y Cu-Zn superéxido dismutasa), tipo Il (catecol oxidasa y
tirosinasa), tipo IV (laccasa y ascorbato oxidasa), Cua sitio de valencia mixta (citocromo c
oxidasa y Oxido nitroso-reductasa), Cug (citocromo c oxidasa) y Cuz (6xido nitroso
reductasa)®’. En las siguientes figuras 1.1.1 y 1.1.2 se muestran algunos ejemplos de

metaloenzimas de cobre.

Figura 1.1.1. Tipo de sitios activos en las metaloproteinas de Cu(ll).
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Figura 1.1.2. Tipos de sitios activos en las metaloproteinas de Cu(ll)
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En el presente trabajo solo se discutira sobre la clasificacién de las metaloproteinas de
cobre con base a la funcidon que desempefian. En esta clasificacién se han identificado 4

procesos que llevan a cabo:

- Transporte, almacenamiento y recepcién de iones metdlicos.

- Transferencia electroénica

- Transporte y almacenamiento de oxigeno

- Catalisis (metaloenzimas)

La funcién que resulta interesante para el grupo de investigacién es en cuestiones de
catdlisis, puesto que en las metaloenzimas de cobre los procesos cataliticos involucran
procesos rédox en el que O3 es el protagonista de estos procesos oxidativos. Las principales
funciones de este tipo de metaloenzimas son: reduccién de Oz a H,02 o a H,0, oxidacién de

sustratos organicos por O, y metabolismo de O..

Con base en el proceso rédox que desempeiia las metaloenzimas se pueden clasificar de la

siguiente manera: oxidasas, monooxigenasas y dioxigenasas®’.

a) Oxidasas: catalizan la transferencia de electrones al oxigeno molecular que puede
reducirse a superdéxido, perdxido o agua.

b) Monooxigenasas: catalizan reacciones de insercién de un solo 4tomo de oxigeno,
mientras que el otro se reduce formando agua.

c) Dioxigenasas: catalizan reacciones en el que ambos atomos de oxigeno se
incorporan al sustrato.

En la siguiente tabla se muestran algunos ejemplos de metaloenzimas que catalizan

estos procesos oxidativos, y algunos ejemplos de otras metaloenzimas con diferentes

funciones.
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Tabla 1.1.1. Ejemplos de metaloproteinas de cobre con base en su funcion

Funcion

Transporte de O;

Reaccion

Hc + 0= [HcO3]

Proteina de cobre

Hemocianina

Distribucion

Moluscos y artrépodos

Transporte de Cu'= Cu'+e Plastocianina Plantas
electrones Azurina Bacterias
Lacassa Plantas
Oxidasas “azules” 02->2H,0 Ascorbato oxidasa Plantas
Ceruloplasmina Suero humano y animal
02->H202 Galactosa oxidasa Hongos
Oxidasas “no Catecol oxidasa Bacterias, levaduras,
azules” Amino oxidasa plantas y animales
Oxidasa terminal 02->2H,0 Citrocomo c oxidasa Bacterias aerdbicas y

mitocondrias eucariotas

Dopamina B- Mamiferos
Monooxigenasas  0,—>H,0 + sustrato-O monooxigenasa
Tirosinasa Microorganismos, plantas
y animales
Dioxigenasas 02->2 sustrato-0O Quercetinasa Hongos

Degradacion de
superoxido

02" > 0, + 0%

Cu,Zn-Superdxido
dismutasa

Citoplasma de células
eucariotas
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1.1.2  Oxigeno molecular en procesos oxidativos

Las reacciones de oxidacién son pieza fundamental dentro de la sintesis orgdnica, ya que
desempeiian un rol muy importante para la produccién de una inmensa cantidad de
compuestos con interés a nivel industrial, farmacéutico y quimicos, entre otros. Por razones
ambientales y econdmicas, los procesos oxidativos que se llevan a cabo en las distintas
industrias quimicas utilizan preferentemente oxigeno molecular como oxidante principal.
El uso de este oxidante es ideal debido a la disponibilidad directa del aire que lo hace una
fuente barata y ambientalmente adecuada para llevar a cabo una enorme cantidad de
procesos oxidativos a comparacién de los métodos de oxidacién cldsicos donde utilizan
cantidades estequiométricas de oxidantes inorganicos que resultan ser toéxicos y
contaminantes ambientales como: permanganato de potasio y dicromato de potasio. En la
tabla 1.1.2 se muestran algunos ejemplos de productos sintetizados mediante oxigeno
molecular como agente oxidante. Sin embargo, el éxito de estas reacciones oxidativas

depende directamente del uso de catalizadores heterogéneos y homogéneos?.

Una de las limitantes importantes para utilizar oxigeno molecular en los procesos
oxidativos estd relacionado con su naturaleza cinéticamente inerte, ya que las reacciones
con sustratos orgdnicos no son favorables a condiciones ambientales; esto se debe al estado
fundamental singulete que presentan la mayoria de dichas moléculas. Lo que significa que
las reacciones entre dichas moléculas organicas con estado singulete y oxigeno molecular
estan prohibidas por espin, permitiendo que exista vida en una atmosfera oxidante como
la nuestra. Sin embargo, si el sustrato organico se convierte en un radical mediante la
combustién a temperaturas elevadas donde se produce luz y calor sin ninglin control, el

proceso oxidativo serd favorable, dado que la reaccién ya estd permitida por spin®.
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Tabla 1.1.2. Productos de interés a nivel industrial sintetizados con O como agente oxidante y un
catalizador (homogéneo o heterogéneo)?.

Producto Materia prima Oxidante/proceso
Estireno Benceno/eteno 0>/ en fase liquida
Acido tereftalico p-Xileno 0O>/fase liquida
Formaldehido Metanol 0»/fase gas
Oxido de etano Etano 0»/fase gas

Fenol

Acido Acético

a) Benceno/propeno

b) Tolueno

0»/fase liquida

a) n-butano

b) Eteno 0y/fase liquida
Acido acrilico Propeno 0:/fase gas
Acido benzoico Tolueno 0»/fase liquida
Anhidrido Maleico n-butano 0y/fase gas
Anhidrido ftalico o-Xileno 0y/fase gas
Acido adipico Benceno 02/fase liquida

Una de las posibilidades para llevar a cabo los procesos oxidativos con O3, es la
activacion de esta molécula diatémica mediante una transferencia electrénica con ciertos
cationes metadlicos. La naturaleza ha brindado una solucién elegante para superar la barrera
cinética de la activacion del oxigeno molecular mediante el uso de metales de transicién
incorporados a las proteinas: las denominadas metaloenzimas. Entre las numerosas
metaloenzimas involucradas en la transferencia de electrones se encuentran las que
contienen cobre que se describieron anteriormente, ademdas muchas otras que contienen
hierro o manganeso. Esto ha inspirado a obtener catalizadores con estos iones metalicos

para ser utilizados en reacciones de oxidacion que sean capaces de activar 0,%.

Los quimicos inorgdnicos, utilizando conocimientos de quimica de coordinacién, han
disefiado catalizadores de bajo peso molecular que imitan las caracteristicas estructurales
o funcionales del sitio activo de las metaloenzimas que tienen la capacidad de activar O,.
En general, la actividad catalitica de la mayoria de los complejos metalicos es alentadora,

sin embargo, muchos de los complejos resultan ser poco eficientes en los procesos
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oxidativos. Indudablemente los estudios de actividad catalitica de estos complejos son muy
Utiles para proporcionarnos informacion util acerca de importantes aspectos mecanisticos
de dichas metaloenzimas. El desarrollo de reacciones cataliticas con la perspectiva de
comprender e imitar las funciones enzimaticas de las metaloenzimas ha sido el enfoque de
los quimicos bioinorganicos durante las ultimas décadas. Ademas de ayudar a comprender
una posible via mecanistica de la metaloenzima a través de estos complejos biomiméticos,

una idea a largo plazo es desarrollar complejos que serian muy Utiles como catalizadores.

Ha habido un considerable interés en el uso de cobre en la quimica de reduccion de
0. Una de las razones se debe a la existencia de las metaloenzimas que contienen cobre
que efectuan eficientemente la reduccién de O, como parte de su funcién. Existen las
multicobre oxidasas en las que el que el sitio activo esta conformado por un cluster tricobre
mas un cobre (ll) separado, pero electronicamente comunicado. Este ultimo efectua
oxidaciones de un electrén a la vez de sustratos bioldgicos, por ejemplo: ascorbato, fenoles
y diaminas. Dichos estudios han llevado al uso de tales enzimas como soporte en electrodos
para llevar a cabo reducciones electrocataliticas de oxigeno molecular con actividades

elevadas.

La existencia de metaloenzimas cuyo sitio activo estd conformado por dos o mas
cationes metalicos de Cu(ll) como por ejemplo, la hemocianina que es un portador de
oxigeno en la sangre de moluscos y artrépodos o la tirosinasa cuya funcién es hidroxilar
fenoles para producir catecoles y/o quinonas, ha llevado a los quimicos bioinorganicos a
estudiar la unién y reactividad del oxigeno molecular con complejos de cobre. Tales
investigaciones han revelado muchos aspectos fundamentales nuevos en el campo, incluido
el descubrimiento de varios complejos incluyendo al grupo Cu(l)-O2 muy bien definidos. Se
conocen cuatro tipos estructurales, y la generacion de uno u otro depende principalmente
de la naturaleza del ligante nitrogenado, y los compuestos formados pueden surgir a partir
de diferentes especies mononucleares de Cu(ll) o de complejos dinucleares de Cu(ll)*?.

Algunas de estas estructuras se muestran en la siguiente figura 1.1.3.
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MONONUCLEARES DINUCLEARES
TRANSFERENCIA
r ! ELECTRONICA
INTERMEDIARIO

Figura 1.1.3. Formacion de complejos intermediarios de Cu(ll) y oxigeno molecular®.
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1.2 Compuestos bioinspirados de Cu(ll) estudiados por nuestro grupo de
investigacion

En los ultimos afos se han intensificado los estudios acerca de la estructura y actividad
catalitica de los sitios activos de las metaloenzimas, pero han resultado ser complicados
debido a los problemas que se derivan de su obtencidn y manipulaciéon. Una de las
estrategias para obtener informacidén acerca de la relacién que existe entre la estructura y
funcién del sitio activo en la metaloenzima, es modelar y sintetizar compuestos de
coordinacion de bajo peso molecular que emulen algunas de las caracteristicas
estructurales, funcionales y/o espectroscopicas de estos sitios activos. Estos nuevos
compuestos inspirados especificamente en el sitio activo de los catalizadores biolégicos son
denominados “sistemas modelo”. Esta nueva drea encargada en estudiar los diversos

“sistemas modelo”, se le conoce como quimica biomimética o bioinspirada.

Entre las metaloenzimas, aquellas que realizan sus funciones cataliticas mediante
sitios activos que contienen cobre han recibido gran interés debido a su participacién en
reacciones vitales para los sistemas bioldgicos. El sitio activo en casi todas las
metaloenzimas de cobre estd constituido por uno o mas cationes metalicos enlazados
principalmente a grupos imidazdlicos provenientes de residuos histidinicos*?. Esta principal
caracteristica estructural ha inspirado a distintos grupos de investigacion incluyendo al
nuestro a no solo a obtener “sistemas modelo” de cobre, sino también nuevos catalizadores
bioinspirados con ligantes constituidos por atomos donadores de nitrégeno;
primordialmente de naturaleza heteroaromatica como piridinas3/1* , pirazoles>-16 ,

imidazoles'’18 entre otros.

Algunas metaloenzimas de cobre como la catecol oxidasa (cataliza la oxidacion de
catecoles para dar las respectivas orto-quinonas), hemocianina (acarrea oxigeno en
moluscos y artropodos) y tirosinasa (cataliza la produccion de melanina) requieren de la
presencia de por los menos dos atomos de cobre que interactien intimamente para realizar
sus funciones cataliticas. Durante afios se han propuesto una gran variedad de “sistemas

modelo” de cobre cuyos ligantes ademas de contener grupos donadores por nitréogeno,
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también tienen la capacidad de coordinar a dos atomos de cobre manteniéndolos a una
distancia cercana de entre 3y 4 A, de tal manera que exista una comunicacién intima entre
los dos centros metdlicos, lo cual los hace sistemas muy atractivos para su estudio, por su

semejanza estructural con las mencionadas metaloenzimas.

Nuestro grupo de investigacién se ha dedicado a estudiar las propiedades
estructurales, espectroscopicas, en disolucion y cataliticas de una importante colecciéon de
compuestos de coordinacion dinucleares y mononucleares de Cu(ll), principalmente
dinucleares, con ligantes derivados de imidazol que a pesar de no ser buenos modelos
estructurales de la catecol oxidasa, presentan una actividad catecolasa importante. Ha
resultado de gran interés explicar la relacidn que existe entre la actividad catecolasa de
estos complejos de Cu(ll) con la modificacidon en las propiedades estructurales de los
ligantes, ademas de conocer el comportamiento de estos sistemas en disolucién en los

diferentes medios en el que se lleva a cabo la actividad catalitica.
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1.2.1 Ligantes derivados de imidazol

Desde hace algunos aios, la reaccién de Mannich en condiciones basicas ha resultado ser
la Unica via efectiva para sintetizar la importante coleccidén de ligantes; a partir de 2-
metilimidazol (en el caso de los dinucleantes) o 2-etil-4-metilimidazol (en el caso de los

mononucleantes), formaldehido y una amina primaria o secundaria.

Los ligantes dinucleantes denominados “cerrados” son los compuestos mas
estudiados por el grupo de investigacion en comparacién con los ligantes mononucleantes.
Estos ligantes “cerrados” se sintetizan a partir de 2-metilimidazol, formaldehido y una

amina primaria como se muestra en el esquema 1.2.1.

N NH
R —
A 0 ‘:NAH
2HNSN + 4 v 2RNH, N
— H  H H,0 R
2-metilimidazol = Formaldehido amina primaria pH=11 -
HN___N
60°C \r
- ligante "cerrado”

Esquema 1.2.1. Sintesis de ligantes dinucleantes mediante la reaccion de Mannich.

Una caracteristica estructural de todos los ligantes “cerrados” es la presencia de un
anillo de 10 miembros conocido como anillo diazecina producto de la doble reaccion de
Mannich. El anillo de 10 miembros esta conformado por 4 atomos de carbono de las
posiciones 4 y 5 de las moléculas de 2-metiilimidazol y aminometilos provenientes de la

reaccion de condensacién entre los formaldehidos y las aminas primarias.

Los ligantes “cerrados” ademas de estar constituidos por un anillo diazecina, poseen
dos sitios de coordinacién, generalmente tridentados, por donde se pueden enlazar dos
atomos de Cu(ll) de manera equivalente. Cada sitio de coordinacion esta conformado por
un atomo de nitrégeno heteroaromatico que proviene de la molécula del 2-metilimidazol,

otro dtomo de nitrégeno de naturaleza alifatica del anillo diazecina y por ultimo de un tercer
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y variable atomo donador; que proviene del grupo R de la amina primaria que se utiliza en

la reaccién de Mannich (Esquema 1.2.1).

No solo la naturaleza del tercer atomo donador marca la diferencia

entre los ligantes

“cerrados” sino también la longitud de la cadena alifatica entre el segundo (nitrégeno de la

amina primaria) y el tercer atomo donador, que puede ser de dos o de tres atomos de

carbono. Estos ligantes son denominados como: “cerrados cortos” o “cerrados largos”,

respectivamente.

Las aminas primarias que se han utilizado para sintetizar la variedad de ligantes

“cerrados cortos y largos" son: N, N-dimetiletilendiamina®®, glicina?°

, 2-(aminometil)-

piridina?!, 2-(2-aminoetil)-piridina??, etanolamina?3, propanolamina?? y tioéter amina, etc.

Enlafigura 1.2.1 se observan algunos ejemplos de ligantes “cerrados cortos y largos”

sintetizados a partir de las aminas primarias mencionadas anteriormente.

HN*\N rL/ HNJ*N N\// HN*\N HO HN/LN S/
S P o e
N
O O O O
N Ny NH N Ny NH oH Ny NH Ny NH
AT N T 20
HNJ*N ' HNJ*N Nl: HNJ*N ioj HNKN LL
i e L) A
G N G~
g\ Ny NH | :N N\(NH OH N\(NH (Sl N\(NH

Figura 1.2.1. Ligantes “cerrados cortos”(arriba) y “cerrados largos” (abajo) sintetizados y caracterizados por

el grupo de investigacion.
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Los ligantes mononucleantes se sintetizan a partir de 2-etil-4-metilimidazol,
formaldehido y una amina secundaria como se muestra en el esquema 1.2.2. El objetivo de
utilizar este imidazol disustituido es adicionar a la Unica posicidn reactiva (posicién 4) un

aminometil que proviene de la reaccién de condensacién entre el formaldehido y la amina

secundaria.
A I By
X
A HJ\H A HN SN
H,0 ):K/N’R
2-etil-4-metilimidazol formaldehido amina secundaria pH=11 \
60°C

Esquema 1.2.2. Sintesis de ligantes mononucleantes mediante la reaccion de Mannich.

Estos ligantes solo pueden enlazar un dtomo de Cu(ll) en el Unico sitio de
coordinacidn disponible, generalmente tridentado. En este sitio de coordinacién solo un
atomo donador puede ser modificado dependiendo del grupo R (-OH, N-piridina, N-

alifatico, etc) de la amina secundaria que se ocupe en la reaccién de Mannich.

Los atomos donadores que completan el sitio tridentado son dos nitrégenos: uno
heteroaromatico del 2-etil-4-metilimidazol y otro alifadtico proveniente de la amina

secundaria.

Los ligantes mononucleantes que se observan en la figura 1.2.2 se han obtenido a
partir de las siguientes aminas secundarias: 2-(aminometil)-etanol, 2-(aminometil)-piridina,

N,N,N-trimetiletilendiamina??, acido 2-(metilamino)acético®*.
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HN_ _N
HN_ N HO Z o

\ \ /\”/OH
N N N
T T )
F
miep mihe emisar

NCRV
HN\EN \

emitrim

Figura 1.2.2. Ligantes mononucleantes obtenidos por el grupo de trabajo.
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1.2.2 Compuestos de coordinaciéon de Cu (ll) con ligantes derivados de
imidazol

Para la mayoria de los ligantes descritos anteriormente se han realizado estudios en
disolucién en los que se han determinado tanto las constantes de acidez como las
constantes de formacion de los complejos de Cu(ll), y con estos datos se han podido realizar

graficas de abundancia de las diferentes especies involucradas.

Se sabe entonces que los complejos dinucleares y mononucleares se forman de
manera cuantitativa al mezclar estequiométricamente un equivalente (en el caso de los
mononucleantes) o dos equivalentes (en el caso de los dinucleantes) de una sal de Cu(ll) y
un equivalente de ligante, cuyos valores de la constate de formacion global (log B) de estos

complejos de Cu(ll) varia entre 9y 20.

En las siguientes secciones solo se discutirdn las propiedades estructurales,
electrdnicas y cataliticas de los complejos de Cu(ll) que se forman a partir de los ligantes
dihe, dihp, mihe, dimp, diep y miep que se muestran en la figura 1.2.3. Los respectivos

compuestos de Cu(ll) que forman estos ligantes son los protagonistas de este trabajo.

dihp dihe mihe
/N 4L 4 \N NéLNH \

N NZ NH
S — — — N
«:? _ Q:p B S
HN__N N\ y HN __N N\ y, F
T T
diep dimp miep

Figura 1.2.3. Ligantes mononucleantes y dinucleantes sintetizados y estudiados por el grupo de

trabajo.
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1.2.3 Propiedades estructurales y electrénicas

Los ligantes “cerrados” dihe, dihp, dimp y diep como se observa en la figura 1.2.3 poseen
dos sitios tridentados. La diferencia entre estos ligantes se encuentra en la naturaleza del
tercer atomo donador; en el caso de los ligantes diep y dimp es un nitrégeno
heteroaromatico de piridina (figura 1.2.3) mientras que para los ligantes dihe y dihp la
especie donadora es un atomo de oxigeno proveniente de un grupo -OH. Otra de las
diferencias entre estos ligantes es la cadena alifatica que se encuentra entre el segundo
(nitrogeno alifatico) y tercer atomo donador; el dihe y dimp pertenecen a los ligantes
catalogados como “cerrados cortos” mientras que el dihp y diep a los ligantes “cerrados

largos”.

Las caracteristicas descritas anteriormente son cruciales para explicar la importante

actividad catalitica de sus respectivos compuestos de coordinacién dinucleares de Cu(ll).

Se ha podido determinar la estructura cristalina por medio de difraccién de rayos X
de monocristal de los compuestos de coordinacion dinucleares de Cu(ll) que forman los

ligantes dimp, diep, dihp y dihe con diferentes sales de Cu(ll), como Cu(ClO4),*6H.0

Figura 1.2.4. Estructuras cristalinas de los compuestos [Cux(dihe)(H20)4](ClO4)s (derecha) y
[Cuz(dihp)(H20)4](ClO4)4 (izquierda).
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Figura 1.2.5. Estructuras cristalinas de los compuestos [Cuz(diep)(H20)4](ClO4)s (izquierda) y
[Cuz(dimp)(H20)4](ClO4)4 (derecha).

En las figuras 1.2.4 y 1.2.5 se observa que los compuestos de coordinacién
dinucleares presentan la férmula general [Cuz(L)(H20)4]** L= dimp, diep, dihe y dihp donde
la geometria que adquiere cada atomo de Cu(ll) es una pirdmide de base cuadrada
ligeramente distorsionada; la base esta conformada por 2 4&tomos de nitrégeno (N-imidazol
y N-anillo diazecina) presentes en los ligantes, por un dtomo de nitrégeno de piridina en el
caso de los ligantes dimp y diep, mientras que para los complejos con dihe y dihp el atomo
de oxigeno del grupo hidroxilo es el que ocupa esta posicion, y finalmente la cuarta posicion
es ocupada por una molécula de agua; en la posicion apical se encuentra un atomo de

oxigeno que proviene de una molécula de agua.

En latabla 1.2.1 se observa que los valores de las distancias de enlace que hay entre
el atomo de Cu(ll) y los 4&tomos donadores que conforman la base de la pirdmide en los
distintos complejos [Cuz(L)(H20)4]** es de aproximadamente 2 A, mientras que la distancia
de enlace entre el 4tomo de oxigeno de la molécula de agua de la posicién apical y el atomo
de Cu(ll) esta entre 2.19 y 2.55 A. Esta diferencia en las distancias de enlace se debe a la

manifestacion del efecto de Jahn-Teller en estos compuestos de coordinacidn de Cu(ll).
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Tabla 1.2.1. Distancias de enlace (A) de los complejos [Cux(L)(H20)4]**

L L
Atomos Dihe Dihp Atomos Dimp Diep
Cui1-O1(agua) 1.97 2.01 Cu1-O1(agua) 1.96 2.00
Cui-N2 1.98 1.96 Cui-Na 2.06 2.13
Cu1-01 1.99 1.95 Cui-N3 1.98 1.99
Cu1-N1 2.06 2.01 Cu1-N1 1.97 1.99
Cu1-0O3(agua) 2.27 2.19 Cui-O3(agua) 2.55 2.26
Cu1-Cuz 7.36 7.41 Cu1-Cuz 7.36 7.45

Otra de las caracteristicas que comparten los complejos [Cuz(L)(H20)4]* es que la
distancia Cu-Cu es mayor a 7A; este valor es muy grande en comparacién con la distancia
gue se presenta en la propia enzima (catecol oxidasa) y otros sistemas modelo. Sin
embargo, se ha observado mediante estudios de EPR que los electrones desapareados se
encuentran acoplados, lo cual es inusual dada la distancia a la que se encuentran los &tomos

de Cu(ll) en nuestros compuestos.
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Los espectros de EPR de los compuestos dinucleares Cu(ll) se observan a

continuacion:

(c)

@ ()

(e)

Figura 1.2.6. Espectros de EPR de los complejos dinucleares de cobre(ll) con ligantes cerrados. a)
[Cuzdihe(H20)4]*(superior) , b) [Cuxdihp(H20)4]* (inferior). Los dos espectros se obtuvieron en EtOH/MeOH
1:1a 150K c) [Cuzdimeim (H20)4]* El espectro se obtuvo en MeOH a 77 K, d) [Cuzdiep(H20)4]* e)
[Cuzdmpa(H20)4]* . Ambos espectros se obtuvieron en MeOH a 77 K. f) [Cuxdimp (H20)4]*. El espectro se
obtuvo en MeOH a 77 K.
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En todos los espectros de EPR que se muestran en la figura 1.2.6 de estos
compuestos de coordinacidn [Cuz(L)(H20)4]* se observa un comportamiento particular. Se
observan 7 lineas hiperfinas, que corresponden a un electrén acoplado a dos nucleos con
spin 3/2 (los isétopos de cobre, 63Cu y ®°Cu, tienen S=3/2). Este comportamiento es extrafio
debido a que los dos centros metalicos se encuentran a una distancia considerable, con
base en la estructura cristalina de los compuestos dinucleares de Cu(ll). A pesar de que no
podemos hacer una comparacién directa de lo que pasa con los atomos de Cu(ll) en los
complejos dinucleares en disolucion y la estructura cristalina, la evidencia espectroscépica
de EPR muestra una posible interaccion entre estos atomos de Cu(ll). De alguna manera,
podemos proponer que en disolucién los dos centros metalicos de Cu(ll) la distancia Cu-Cu

se acorta, provocando la interaccion entre ellos.

Los ligantes miep y mihe poseen un solo sitio de coordinacién tridentado. La Unica
diferencia entre estos dos ligantes es el tercer &tomo donador. En el caso del ligante miep
el tercer atomo donador corresponde a un nitrégeno proveniente de piridina, mientras que

en el ligante mihe el atomo de oxigeno del grupo -OH es el tercer &tomo donador.

Hasta el momento, no se han realizado estudios en disolucién, espectroscdpicos,
magnéticos y cataliticos de los complejos mononucleares con los ligantes mihe y miep.
Unicamente se conoce la estructura cristalina del complejo mononuclear de Cu(ll) con el
ligante miep, mientras que la estructura cristalina del complejo mononuclear en el que el
ligante es mihe aun no se tiene. En la figura 1.2.7 se puede observar que el complejo
[Cu(miep)(NOs).] presenta una geometria octaédrica elongada con un cierto grado de
distorsion; uno de los aniones nitrato se encuentra enlazado al Cu(ll) de manera bidentada
mientras que el otro anion se encuentra enlazado monodentadamente. Las 4 posiciones de
la base se encuentran ocupadas por los tres atomos de nitrdogeno provenientes del 2-
metilimidazol, piridina y amina terciaria, mientras que la cuarta posicién estd ocupada por
un atomo de oxigeno proveniente del anién nitrato que se encuentra enlazado
bidentadamente. Las posiciones axiales son ocupadas por atomos de oxigeno provenientes
los aniones nitrato.
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Figura 1.2.7. Estructura cristalina del compuesto [Cu(miep)(NO3)2] en el que se puede observar una
geometria octaédrica elongada con cierto grado de distorsion.

1.2.4 Actividad catecolasa de los complejos bioinspirados de Cu(ll)

En afios recientes se han publicado trabajos que muestran que muchos compuestos de
coordinacidn de cobre con muy diversas caracteristicas presentan actividad catecolasa; esta
actividad catalitica puede evaluarse mediante estudios cinéticos de la reaccion de oxidacion
del sustrato modelo 3,5-di-tert-butilcatecol (DTBC) a 3,5-di-tert-butilquinona (DTBQ). Estos
estudios motivaron a la exploracién de la actividad de todos los complejos del grupo de

investigacion, como catalizadores de esta reaccion.

Los estudios cataliticos realizados por el grupo de trabajo arrojaron resultados muy
alentadores, encontrandose que los complejos dinucleares de Cu(ll) descritos
anteriormente (figuras 1.2.4y 1.2.5), pese a no ser tan buenos modelos estructurales de la
catecol oxidasa, presentan una importante actividad catecolasa en comparacién con

muchos modelos de Cu(ll) descritos en la literatura.

Por lo general, los estudios cinéticos de la reaccion de oxidacién del DTBC catalizada

por diversos compuestos de Cu(ll) siguen un comportamiento tipo Michaelis-Menten; cuyo
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modelo matemadtico nos permite obtener los parametros cinéticos: constante de Michaelis-

Menten (Kw), velocidad maxima (Vmax) y constante catalitica (kcat). Estos pardametros

cinéticos nos permiten comparar la eficiencia catalitica entre los diversos modelos de Cu(ll).

La eficiencia catalitica de estos sistemas modelo se denota por medio del cociente Keat /K.

Entre los estudios realizados por el grupo de investigacion, se encontré que las

condiciones adecuadas en el que los complejos [Cuz(L)(H20)4]** presentan la mayor

eficiencia catalitica es en una mezcla 1:1 de MeOH/H>0 a pH ligeramente basico y 25°C. En

la tabla 1.2.2 se muestran los valores de los pardmetros cinéticos obtenidos a partir del

modelo de Michaelis-Menten a los valores de pH en que se realizaron los estudios cinéticos

de los complejos dinucleares de Cu(ll) con los ligantes dihe, dihp , dimp y diep.

Tabla 1.2.2. Pardmetros cataliticos de distintos complejos [Cux(L)(H20)4]** a valores de pH bdsicos.(Log 8=

constante de formacion global)

Capitulo 1. ANTECEDENTES

[CUz(dihE’)(H20)4]4+ [CU2(dihp)(H20)4]4+ [CUZ(dI'(E'p)(H20)4]4+ [CuZ(dimp)(HzO)4]4+
B s 4+
HN_,N—(;IIU\'/'b
T &S g
Log B 10.82 9.91 19.07 18.63
pH 8.1 8.1 8.5 7.5
Km (M) 0.7025 x 104 0.2396x10* 0.289x10* 5.16x10*4
Keat (52 0.0435 0.0657 0.0175 0.0788
Keat/Kwm 620 2742 605 153
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La actividad catecolasa de estos complejos dinucleares de Cu(ll) depende del pH del
medio. Por lo que se han realizado estudios en disolucién para determinar la especiacién
de los complejos en funcion del pH, y asi obtener informacién acerca de la naturaleza de las
especies cataliticamente activas. Los valores de pH en los que se realizaron las reacciones
cataliticas (tabla 1.2.2) indicaron que las especies estables y predominantes son las formas
hidrolizadas de los complejos dinucleares; siendo estas especies las causantes de la

actividad catalitica.

La eficiencia catalitica también varia dependiendo del brazo que proporciona el
tercer 4tomo donador en los ligantes. Se ha encontrado que los complejos de Cu(ll) con
ligantes “cerrados largos” dihp y diep son los mejores catalizadores, con eficiencia catalitica

mas alta para esta reaccion en comparacién con sus andlogos “cortos” dihe y dimp.

Es posible que esto se deba a la labilidad y débil unién (observar los valores de log B
de la tabla 1.2.2) del tercer diente, es decir a la facilidad con la que este atomo donador se
descoordine del cobre, permitiendo una mejor interaccidn con el catecol. Ademads, de que
un anillo quelato de seis miembros le proporciona flexibilidad al complejo; contribuyendo
a la facilidad de cambio desde una geometria octaédrica elongada preferida por el Cu(ll) a

una tetraédrica distorsionada preferida por el Cu(l), en el proceso de reduccion.

En el grupo de investigacion no solo se ha estudiado la actividad catecolasa de los
complejos dinucleares de Cu(ll), sino también se ha elucidado un posible mecanismo de
oxidacién del DTBC catalizado por dichos compuestos. Para la construccion del posible ciclo
catalitico fue necesario utilizar técnicas espectroscopicas como EPR y UV-Vis en condiciones
anaerobias, con el propdsito de identificar distintos intermediarios que permitieran

proponer un légico proceso catalitico de oxidacién del DTBC a su correspondiente DTBQ?2.
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Se demostrdé que durante el ciclo catalitico los iones de Cu(ll) se reducen a Cu(l) al
reaccionar con el DTBC, reoxidandose con el oxigeno ambiental formando de nuevo Cu(ll)
y ion superodxido. Este ion superoxido dismuta a ion perdxido y oxigeno molecular. El primer
paso de la oxidacion del DTBC es la formacidn de un radical semiquinona, que dismuta para

dar una molécula de quinona y una de DTBC (Figura 1.2.8).

Figura 1.2.8. Propuesta de ciclo catalitico de la oxidacion del DTBC por los complejos de Cu(ll) de nuestro
grupo de investigacion. Los grupos terc-butil del DTBC son omitidos?.

Los estudios sobre la actividad catalitica de los complejos mononucleares de Cu(ll)
con los ligantes mihe y miep ain no se han realizado a profundidad como en el caso de sus
analogos dinucleantes dihe y diep, respectivamente. Una de las razones por las que el grupo
de investigacidon no se ha adentrado en la exploracion catalitica de estos complejos, se debe
a los resultados desalentadores (tabla 1.2.3) que se obtuvieron de estudios cataliticos de

los complejos nucleares de Cu(ll) con los ligantes emisar y emitrim?*.
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Tabla 1.2.3. Eficiencia catalitica de complejos dinucleares y mononucleares de Cu(ll).
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[Cuz(glimeim)(H20)a]?* | [Cuz(dimeim)(H20)2]** | [Cu(emisar)(H20)2]* | [Cu(emitrim)(H20)2]%*
— s J\ 2+ HZO\?HZ L 4+ \ + \ 2+
0-Cy--N7NH —N=-Cy=-N"NH N o /N
o%_:"{‘ﬂ N s H?_—:ﬁim:?ﬁ HNtN-‘C:u\-\—N\\
N 1 E \\ HEA A
HH&:}&O HN_,N--CIIU\?-N\\ OH,OM: OHPH
T ::; s T (:)H9H2 - - N
Km (M) 0.76 x 103 1.81x 103 47.24 x 103 9.02 x 103
Keat (s71) 0.07399 0.1193 0.1854 0.0616
Kcat/Km 97.36 65.91 3.93 6.83

En la tabla 1.2.3 se puede observar la notable diferencia en los valores de eficiencia
catalitica (cociente Kcat/Km). Los complejos mononucleares de Cu(ll) con los ligantes emisar
y emitrim presentan una eficiencia catalitica aproximadamente 10 a 30 veces menor a la
gue presentan sus analogos dinucleares de Cu(ll). Por lo que estos complejos
mononucleares de Cu(ll) del grupo de investigacién no resultaron ser buenos catalizadores

para la reaccién oxidacion del DTBC.

Ante la superior actividad catecolasa mostrada por los complejos dinucleares de
Cu(ll) en comparaciéon con sus analogos mononucleares, surge una nueva interrogante
relacionada con la influencia del segundo dtomo de Cu(ll) sobre la actividad catalitica de
estos complejos dinucleares de Cu(ll). Esta interrogante aun no se ha podido resolver
completamente, pero se han realizado estudios tedrico- experimentales que permiten dar

una posible explicacion.
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El estudio tedrico — experimental consiste principalmente en relacionar el caracter
electroaceptor (w*, en eV) de los centros metdlicos de dos complejos dinucleares
[Cuz(dimp)(OH)(H20)3]** y  [Cuz(dimem)(OH)(H20)3]**, 'y uno  mononuclear
[Cu(emitrim)(OH)(H20)]*con la constante de Michaelis-Menten (Km, en mM) obtenida de
los estudios de actividad catecolasa. En la figura 1.2.9 se puede observar que del lado
derecho de la grafica se ubican los valores de la constate de Michaelis (Km, en mM) la cual
nos indica la afinidad del sustrato (en este caso el catecol) por el sitio activo (Nota: La escala
de Kv se encuentra invertida, ya que a valores pequefios significa una buena afinidad entre
sustrato y sitio activo) mientras que del lado izquierdo se localiza el valor del caracter
electroaceptor (w*, en eV). Es claro que el complejo con un mayor caracter electroaceptor
en este caso [Cuz(dimp)(OH)(H20)3?* (w*=0.85 eV) es el que tiene una menor constante de
Michaelis-Menten , mientras que el compuesto mononuclear tiene un menor valor de
cardcter electroaceptor y un mayor valor de la constante de Michaelis-Menten. Por lo que
la presencia del segundo dtomo de Cu(ll) en nuestros catalizadores mejora el caracter

electroaceptor?>.

Figura 1.2.9. Poder electroaceptor (w*, en eV)., comparado con valores experimentales de Ku: A:
[Cuz(dimp)(OH)(H20)3]** B: [Cuz(dimem)(OH)(H20)s/**, y C: mononuclear [Cu(emitrim)(OH)(Hz0)]*?*.
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1.3 Acoplamiento oxidativo de fenoles

La reaccién de acoplamiento oxidativo de fenoles fue utilizada por primera vez por Barton
y Cohen en el afio de 1957 como uno de los pasos clave en la biosintesis del alcaloide
Erythrina o Morfina?®. Desde entonces, la reaccidn oxidativa de compuestos fendlicos no ha
dejado de considerarse como uno de los procesos quimicos claves en las rutas sintéticas
para elaborar productos naturales con actividad biolégica como: polifenoles, alcaloides,
terpenoides, policétidos y glicopéptidos, pese a la inmensa variedad de reacciones

orgdnicas que existen en la actualidad.

~
o ~

I j o O HO

HO O2 O
NADPH HO -
N —_— ©
— N
Salutaridina ‘ — N—
o Sintasa
-~ —~© HO
OH fe)

Morfina

Esquema 1.3.1. Biosintesis de la morfina

El acoplamiento oxidativo de fenoles se caracteriza principalmente por la formacién
de enlaces C-C entre anillos aromaticos y/o enlaces C-O entre el atomo de carbono del anillo
aromatico de un compuesto fendlico y el atomo de oxigeno del grupo —OH de otro. Esta
reaccion ademas de acceder facilmente a la formacién de enlaces C-C y/o enlaces C-O,

también puede conducir a una desaromatizacién oxidativa y dar paso a la formacién de

5985

orto-orto

quinonas.

orto-para Pjritr?r,;arer para-para orto-O para- O

Figura 1.3.1. Productos de acoplamiento oxidativo de la molécula de fenol.

Una de las problematicas de esta reaccién oxidativa es en cuestiones de
regioselectividad ya que entre mas sitios disponibles tenga el anillo aromatico fendlico,

especificamente si las posiciones orto y para se encuentran libres, mas productos de

31



Capitulo 1. ANTECEDENTES

acoplamiento oxidativo se obtendran; lo que significa que la regioselectividad de esta
reaccidn oxidativa sera relativamente baja. En la figura 1.3.1 se puede observar todos los
posibles productos de acoplamiento oxidativo de la molécula de fenol sin ningln

sustituyente en las posiciones orto y para del anillo aromatico.

Tradicionalmente, en la sintesis de los compuestos de acoplamiento oxidativo se
utilizan agentes oxidantes en cantidades estequiométricas como: compuestos
hipervalentes de I(lll), sales metalicas de Cu(ll), Fe(lll), Cr(Ill) y Mn(lll), y ademdas compuestos
organicos a base de oxigeno como: peréxidos, DDQ, NaClO y NaNO;, K25,0s%’ Sin embargo,
se han encontrado nuevas y preferibles alternativas para proceder en la reaccién oxidativa;
una de estas alternativas es el uso de catalizadores biolégicos como: peroxidasas en
presencia de H,0;, citocromo P450 y lacassas en presencia de O; (aire); este ultimo
biocatalizador es una metaloenzima de cobre que poseen algunas plantas cuya funcién
principal es la produccién de lignina (polimero fendlico). Por otro lado, desde hace mas de
cincuenta afios se han descrito en la literatura una gran variedad de compuestos tanto de

Cu(l) como de Cu(ll) que facilitan el acoplamiento ya sea C-C 6 C-O en los fenoles?®.

Met\ /His

\\\\\.,C ue, ”

. / .

cis™,” N\ 7His
/

Tipo 1

Tipo III

W,
His™ b s Tipo I
OH,

Figura 1.3.2. Estructura del sitio activo de la lacassa (izquierda) y estructura de la lignina (derecha)

El mecanismo de reaccion de acoplamiento oxidativo de fenoles ha sido una
interrogante para diversos grupos de investigacidon durante muchos afos y hasta la fecha
este tema de investigacion sigue activo. El proceso universalmente aceptado para explicar
el acoplamiento oxidativo de fenoles es via radicales libres, cuya especie iniciadora de la via

es el radical fenoxi. De esta manera se puede racionalizar las distintas especies que se
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obtienen de la reaccién oxidativa, ya que el Unico electrén desapareado ubicado en el
atomo de oxigeno se puede deslocalizar en las posiciones orto y para del anillo aromatico

como se muestra en el esquema 1.3.3.

Productos de

acoplamiento
Corto'o
Cpara'o
Cono'cono

Corto‘cpara
Cpara'Cpara

H

Figura 1.3.3. Proceso radicalario para obtener productos de acoplamiento.

El radical fenoxi puede formarse mediante distintos procesos como: la transferencia
de dtomo de hidrdgeno (oxidacién directa de la molécula de fenol mediante un radical o un
agente oxidante apropiado) y la oxidacidn directa del ion fenolato (PhO"). Los potenciales
de oxidacidn de los aniones fenolato son tipicamente mas bajos que sus analogos fendlicos.
Para los fenoles, el potencial de oxidacion varia aproximadamente de 1.0 a 1.4 V, mientras
gue para su respectivo anidon fenolato (PhO’) es mucho mds bajo con valores de

aproximadamente -0.6 y -0.3 V (vs. Ag / AgCl)%°.

Hasta la fecha se sigue considerando el proceso radicalario como propuesta para
explicar el acoplamiento oxidativo de compuestos fendlicos, sin embargo, han surgido
nuevas propuestas en el que vias idnicas y/o periciclicas son las adecuadas para explicar el

proceso oxidativo.

En las siguientes secciones se discutird sobre los fenoles protagonistas de este
trabajo que son: el 2,6-dimetilfenol y 2-aminofenol, cuyos productos de acoplamiento

oxidativo tienen un interés a nivel industrial y bioldgico respectivamente.
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1.3.1 Acoplamiento oxidativo del 2,6-dimetilfenol

1.3.1.1  Aspectos generales

La formacion de los enlaces C-C y/o C-O entre anillos fendlicos solo se llevan a cabo
particularmente en las posiciones orto y para de los anillos aromaticos fendlicos como se
menciond anteriormente. El compuesto 2,6-dimetilfenol al tener las 2 posiciones orto
ocupadas por grupos metilos, la Unica posicion disponible para formar los enlaces C-C y/o

C-O seria entre las posiciones para de los compuestos fenélicos.

En el siguiente esquema 1.3.2 se puede observar que la reaccion de acoplamiento
oxidativo del 2,6-dimetilfenol procede por dos distintas vias: la primera produciendo un
polimero denominado PPE (siglas en inglés poly (2,6-dimethyl-1,4-phenylene ether)) o PPO
(siglas en ingles poly (2,6-dimethyl-1,4-phenylene oxide)) mediante acoplamientos C-O y la
segunda via es el acoplamiento C-C que da lugar a la formacion de la 3,3,5,5 -tetrametil-

4,4-difenoquinona.

OH

Catalizador de Cu

m + 1/2m O, + mH,0

Esquema 1.3.2. Acoplamiento oxidativo del 2,6-dimetilfenol.

En el afio de 1959 A. S. Hay et. al.3° descubrieron que un complejo de Cu'Cl-piridina
en presencia de O; cataliza selectivamente la polimerizacion del 2,6-dimetilfenol. Desde
entonces, se han sintetizado y estudiado diversos compuestos de coordinaciéon de cobre
con ligantes donadores por nitrégeno que han resultado ser eficientes en catalizar la

polimerizaciéon del fenol disustituido.
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El producto de polimerizacién es un termopldstico estructuralmente constituido por
arilos disustituidos enlazados entre si por grupos éter en las posiciones 1 y 4 (esquema

1.3.2).

El PPE es utilizado como materia prima para la fabricacion de diferentes productos
de interés industrial. El interés comercial que se le tiene a este polimero se le atribuye a las
distintas propiedades notables que posee como: elevada estabilidad térmica, baja

absorcion a la humedad y resistencia quimica.

La primera compafiia en comercializar el PPE fue General Electric Co en el afio de
1960. Sin embargo, no tardaria mucho tiempo en comercializarse como producto puro
debido a las exitosas investigaciones por mejorar sus propiedades. En ese mismo afio se
descubrid que el PPO al ser combinado con poliestireno (PE) forman una mezcla homogénea
gue exhibe una amplia gama de propiedades sobresalientes como: una buena baja
absorcién a la humedad en comparacion con el PPE puro, excelente estabilidad
dimensional, buena resistencia al impacto, alta rigidez dieléctrica, elevado grado de

inflamabilidad y buena resistencia a temperaturas elevadas3?.

La resina (PPE/PE) es comercializada bajo el nombre de Noryl®, y es considerada a
nivel mundial como uno de los termoplasticos comerciables mas importantes de la
actualidad. Esta resina es utilizada en la fabricacion de productos con aplicaciones en
diferentes areas, por ejemplo: armazones de computadoras, cartuchos de impresoras,
recubrimientos para cables eléctricos, componentes estructurales en los motores de

automoviles, teléfonos celulares (componentes) y discos (DVD, MP3 y Blue-Ray).

Las empresas industriales utilizan el PPE de bajo peso molecular (10 000<M\<40 000)

y una baja temperatura de transicion vitrea (Tg) para la elaboracion de la resina PPE/PE32.

La reaccién de acoplamiento oxidativo del 2,6-dimetilfenol puede proceder por una
segunda via para producir 3,3°,5,5 -tetrametil-4,4-difenoquinona (producto de
acoplamiento C-C) que consiste principalmente en la unidon dos moléculas de 2,6-
dimetilfenol mediante los atomos de carbono de las posiciones para de los anillos
aromaticos fendlicos, que posteriormente sufren otro proceso oxidativo para formar la

35



Capitulo 1. ANTECEDENTES

3,3°,5,5 -tetrametil-4,4-difenoquinona (DPQ, siglas en inglés); este producto es un claro
ejemplo de una reaccidon de desaromatizacién oxidativa fendlica (esquema 1.3.2). La DPQ
no tiene una aplicacidn de interés significativo, pero no puede despreciarse debido a que
su produccién puede ser altamente selectiva causando una disminucién en la produccién
catalitica del polimero de interés industrial. Hay algunos sistemas cataliticos que producen
selectivamente la diquinona, por ejemplo: Au/TiO;, Co(AcO)s;, complejos de Mn(lll),
complejos de CuyFe, tirosinasa e incluso algunos complejos dinucleares de cobre33. La
reacciéon también puede proceder estequiométricamente con agentes oxidantes como

oxido de plata o hexacianoferrato (lll) de potasio.

El mecanismo mas adecuado y simple para explicar la formacién de la diquinona es
via radicales libres como se muestra en el esquema 1.3.3 que consiste en una oxidacion
monoelectrénica del fenol o anidon fenolato que, por deslocalizacion del electrén
desapareado en el anillo aromatico, especificamente en la posicion para, forma el radical
2,6-dimetil-2,5-ciclohexadienona.  Por ultimo, dos radicales 2,6-dimetil-2,5-

ciclohexadienona se acoplan entre si hasta formar la DPQ.
OH
oxidacion
—_— o - . 0
monoelectronica

Esquema 1.3.3. Via radicales libres para explicar la formacion de la DPQ.
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1.3.1.2 Mecanismo catalitico del acoplamiento oxidativo C-O del 2,6-dimetilfenol

Durante afios no solo se han investigado complejos de cobre que catalicen selectivamente
la reaccidn de polimerizacion, sino también se ha buscado comprender el mecanismo de
esta reaccion. Hasta la fecha no se conoce un ciclo catalitico que explique con certeza la
formacidn del producto de polimerizacién, pero existen dos vias propuestas aceptadas por

la comunidad cientifica que explican la formacién de dicho producto:
a) Viaradicales libres

En esta via se propone que las especies reactivas son los radicales fenoxi
coordinados o libres que se forman cuando el ion fenolato se coordina a un solo 4tomo de
Cu(ll) del catalizador y lo reduce a Cu (l). El electrén desapareado que se encuentra en el
atomo de oxigeno se deslocaliza hasta el &tomo de carbono ubicado en la posicion para del
anillo aromatico, y asi dar paso a la formacién del PPO3%. Esta via también explicar la

formacion de la DPQ.
b) Viaidnica

La formacidn de cationes fenoxonio es el punto de partida para explicar la formacion
del PPE. El ion fenoxonio se forma cuando el anién fenolato se coordina a dos centros
metalicos de Cu(ll), estos son reducidos a Cu(l) formando el catién fenoxonio. La carga del
cation deslocalizada hasta la posicidn para del anillo aromatico, donde ya es susceptible al

ataque nucleofilico por otro ion fenolato y formar el producto de acoplamiento C-03>3,

En el siguiente esquema 1.3.4 se muestran las propuestas mecanisticos descritas

anteriormente.
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Esquema 1.3.4. Propuestas mecanisticos para la formacion del producto de acoplamiento C-O.

Aunque la via radicalaria y idnica plantean diferentes intermediarios iniciales para la
formacién del producto de polimerizacidon, en ambos procesos se propone la formacién de
un cetal-quinona (Esquema 1.3.4) como intermediario del proceso oxidativo. Este

intermediario aceptado universalmente, a su vez puede reaccionar en:

a) Unareordenacion tipo Claisen, que es un caso especial de reordenamiento sigma

trépico concertado propuesto por lonescu et al. 3®para explicar la extension de
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la cadena del polimero. Esta reorganizacion consiste principalmente en
desplazar la quinona sobre la cadena de la especie oligomérica, hasta alcanzar
un posible final.

b) Una redistribucién en el que el intermediario cetal-quinona puede disociarse
para dar paso a la formacion de dos especies diméricas. En este proceso es
posible que el enlace éter de un dimero se rompa para dar pasé a la formacién

de un monémero y un trimero.

Estudios realizados por Mijs et al. 3’ mediante cromatografia de gases en los
primeros instantes de la reaccién de polimerizacién de 4-ariloxifenoles (dimeros fendlicos)
lograron identificar monédmeros y trimeros fendlicos que sustentan el proceso de
redistribucion, ademas también identificaron tetrdmeros y hexameros resultado de la
transposicidn. Estos estudios comprueban que la Unica posibilidad de explicar los diferentes
oligdmeros formados en el proceso oxidativo es mediante la formacién del intermediario

cetal-quinona.

Otros estudios realizados por Jan Reedijk et al.>¢ encontraron que al mezclar 4-(2,6-
dimetilfenoxi)-2,6-dimetilfenol (dimero del 2,6-DMP) y 2,4,6-trimetilfenol (esquema 1.3.5)
bajo una atmosfera de oxigeno y un complejo de Cu(ll) con N-metilimidazol como ligante,
al paso de 1 o 2 min identifican mediante cromatografia de liquidos acoplado a
espectrometria de masas picos correspondientes a un monémero de 2,6-DMP , ademas de
un dimero hibrido entre el 2,4,6-trimetilfenol y un 2,6-DMP que comprueba el proceso de
redistribucidn, ademas observan picos correspondientes a trimeros procedentes del

proceso de reorganizacion.

Estos estudios dan una fuerte evidencia de la formacién del intermediario cetal-
quinona durante la reaccién de polimerizacién, ya que los productos derivados formados
por el proceso de " redistribucion " (formacidon del mondmero 2,6-DMP y dimero hibrido)
asi como el proceso de "reordenamiento" (formacién de trimeros) se observan

directamente.
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Esquema 1.3.5. Proceso de redistribucion y reorganizacion descrito por Jan Reedijk et al.

Kuts

El mecanismo de acoplamiento oxidativo, en particular la explicacién de Ia
selectividad del acoplamiento C-O sobre el acoplamiento C-Cy vicerversa, aun no esta claro.
Algunos grupos de investigacidon consideran que la polimerizacidon procede a través de
acoplamientos de radicales fenoxi generados por un catalizador de cobre, mientras que
otros creen que una especie dinuclear de cobre producen cationes fenoxonio para explicar
el proceso de polimerizacion. El grupo de Kobayashi et al.3* en el afio 2003 fueron unos de
los primeros en descartar la via idnica entre los grupos que defienden la propuesta
radicalaria, enfatizando la imposibilidad de tener cationes fenoxonio en la mezcla de
reaccion. Sin embargo, evidencias experimentales descritas en la literatura, tienden a
apoyar la posible existencia de las especies carbocatidnicas durante el transcurso de la
reaccion de polimerizacién 3%+ 4% 31, Ninguna de las propuestas puede ser excluida
completamente hasta el punto de considerar que la polimerizaciéon del 2,6-dimetilfenol
pueda proceder a través de dos o mdas mecanismos competitivos o mediante una

combinacion de ambas o mas vias.
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1.3.1.3 Estudios preliminares del acoplamiento oxidativo del 2,6-dimetilfenol en el
grupo de investigacion

Los primeros estudios que introdujeron al grupo de investigacion en la reaccién de
acoplamiento oxidativo del 2,6-dimetilfenol fue utilizando los complejos
[Cu;(dihe)(H20)4]4+, [CUz(dihp)(HzO)4]4+, [CUz(diep)(H20)4]4+ Yy [CU(I’I’)iEp)(HzO)z]Z+ como

catalizadores de esta reaccidn oxidativa en presencia de oxigeno atmosférico.

Es importante mencionar que en el grupo de investigacion se han realizado estudios sobre
la actividad catecolasa de los complejos mencionados en MeOH/H,O y MeCN/H,0,
encontrando que la actividad en la primera mezcla es mucho mayor que en la segunda. Al
iniciar los estudios sobre la reaccion de acoplamiento del 2,6-dimetilfenol, se probaron
estos dos medios de reaccién, asi como los disolventes MeOH y MeCN sin agua. A diferencia
de lo encontrado para la oxidacion de DTBC, la reaccion de acoplamiento de DMP,
practicamente no procede en MeOH/H,0 favoreciendo la precipitacién del complejo
hidroxo ante las condiciones basicas necesarias para formar el 2,6-dimetilfenolato, mientras
que en la mezcla MeCN/H:0 se obtiene selectivamente el polimero PPO. En estos estudios
preliminares el catalizador mas eficiente al paso de 8 dias es [Cux(diep)(H20)4]** , con
rendimiento de la reaccion oxidativa de 85%, cuyo polimero posee una longitud de cadena

de 41-43 unidades como se puede observar en la siguiente tabla 1.3.1%%42,

Tabla 1.3.1. Valores de % de rendimiento y longitud de la cadena polimérica al paso de 8 dias. [CuL]=5x10*
M; [Cul]=1x10% M [DMP]=0.02M y [TEA]=0.02M en MeCN/H:0 a 25°C.

Catalizador Rendimiento Longitud de cadena
(%) del polimero
[Cu2(dihe)(H20)4]** 74.8 42
[Cux(dihp)(H20)4]* 72.2 39
[Cux(diep)(H20)a]* 85 41-43
[Cu(miep)(H20).]?* 62 13

En el caso del medio MeCN, en contraste con los resultados obtenidos en el medio
MeCN/H-0, los complejos de Cu(ll) no resultaron ser activos para catalizar la reaccién de

41



Capitulo 1. ANTECEDENTES

acoplamiento oxidativo del 2,6-dimetilfenol. Se obtiene selectivamente la formacion de la
5,5 -tetrametil-4,4-difenoquinona, producto del acoplamiento C-C, en muy pequefas
cantidades aproximadamente en 2%. Dado que la cuantificacion de este producto se llevd
a cabo mediante espectrofotometria UV-Vis, fue necesario sintetizarlo en condiciones
estequiométricas con K3[Fe(CN)s] con la finalidad de obtener su absortividad molar en el

medio empleado para la reaccion catalitica.

De esta manera se llegd a la conclusidon de que la presencia de H,0 en nuestro medio
de reaccién es de vital importancia, aunque involucra la adicidn del pH como otra variable
en la reaccion catalitica, nos permite generar especies hidrolizadas de los complejos de
cobre (ll) debido al pH basico que impone el anién fenolato; siendo las especies hidrolizadas

las causantes de la elevada y selectiva actividad catalitica.
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1.3.1.4 Complejos de Cu(ll) que catalizan selectivamente la polimerizacion del DMP

Desde el afio de 1959, en que se descubrid la reaccidn de polimerizacion del 2,6-dimetilfenol
catalizada selectivamente por un complejo de Cu'Cl-piridina. Se han descrito en la literatura
una variedad de complejos de Cu(ll) y Cu(l) con ligantes donadores por nitrégeno y/u
oxigenos capaces de catalizar selectivamente dicha reaccién de polimerizacién. A
continuacion, se mencionan algunos ejemplos de catalizadores de cobre junto con las
condiciones adecuadas para llevar a cabo el proceso de polimerizacién, asi como el

rendimiento de la reaccidn.

Se ha estudiado la obtencién de PPE con distintos complejos mononucleares de
Cu(ll) con ligantes derivados de etilendiamina y distintas composiciones del medio de
reaccion, el complejo de Cu(ll) con N-di-terc-butiletilendiamina como ligante en
tolueno/metanol se lleva a cabo la reaccion catalitica mas eficiente a 25°C con un burbujeo
de O; durante 2 horas. Los complejos con ligantes con sustituyentes mas voluminosos (tabla
1.3.2 ) no conducen a obtener productos PPE aislables. El alcohol es necesario para
sintetizar el polimero de alto peso molecular (M,>10 000). En la siguiente tabla 1.2 se
muestran valores reportados de M, My y PDI del polimero PPE en el medio

tolueno/MeOH?32.
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Tabla 1.3.2. Valores reportados de Mw, Mn e IPD de polimero PPE.

Ligante Tiempo | Rendimiento Mw Mn IPD
(h) (%)
1) —
NH HN
0.5 73 104200 | 24600 | 4.24
2)
NH HN 2 - - - -
3)
[\ 3 ] ) T
NH HN
4)
NH HN 2 - - - -
5)
SNH HN— 2 9 3000 | 2200 | 1.36
6) OH
>L /—/ 2 67 31,700 | 14,200 | 2.23
NH
7) /
O]
/ 2 29
>LNH 5400 | 3500 | 1.54

En la tabla 1.3.2 se puede observar que al cambiar una terc-butilamina (ligante 1)

comparacion con el ligante que contiene el grupo —OR (éter).

tabla 1.2.3) por un oxigeno como datomo donador, se favorece la reaccién de polimerizacién
del 2,6-dimetilfenol. La reaccién de polimerizacidn depende del grupo funcional que aporte
el atomo de oxigeno, ya que el ligante con un grupo —OH se obtiene producto de

polimerizacion en buenos rendimientos y con valores mayores de Mn, Mw y PDI en
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También se ha estudiado la actividad catalitica en MeCN de complejos
mononucleares de Cu(ll) con diferentes imidazoles como ligantes, en la obtencién de PPE.
Al usar ligantes como 1-metilimidazol y 1,2-dimetilimidazol presentan un % conversién

mayor al 99%. Sin embargo, en este trabajo no se analiza la longitud de la cadena*?.

Otros ejemplos son complejos de Cu(ll) con ligantes que contienen atomos de
nitrégeno y oxigeno como atomos donadores que reportan el grupo de Saito et al. ** . Las
condiciones de reaccién que utilizan son las siguientes: Medio acuoso a 50°C, base NaOH y
n-dodecil sulfato de sodio a 18 horas. En el que se obtienen bajos valores de Mw , en

comparacion con los casos anteriores.

Tabla 1.3.3. Valores reportados de Mw polimero PPE.

Ligante Rendimiento (%) Muw

=
N/H_\N/_<O 99 5100
e/

(0]

o
o o

[AASA) 68 5800

N N N o

Co G
kfo K’//_o

0
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1.3.2  Acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol

La reaccidn de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol produce la 2-amino-3H-fenoxazin-
3-ona (esquema 1.3.7). El proceso oxidativo involucra una transferencia de 6 electrones en
total; este producto de acoplamiento también es conocido como Questiomycin A (hombre
en inglés). Esta reaccion oxidativa ha sido objeto de numerosos estudios debido a las
propiedades antimicrobianas que posee dicha 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona, pero sobre
todo el gran interés por este proceso oxidativo se debe a que puede usarse como modelo
para la sintesis de la Actinomicina D, es decir en la evaluacién de la actividad fenoxazinona

sintasa que mas adelante se discutira.

NH, Ny NH,
2 + 3/2 02 — @ Q + 3H20
OH 0] o

Esquema 1.3.7. Reaccidn acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol

La 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona esta compuesta estructuralmente por tres anillos
distintos: uno bencénico, una oxazina y por ultimo un anillo de iminoquinona. En las Ultimas
dos décadas el interés por este proceso oxidativo ha ido en aumento y muchos grupos de
investigacion se han dedicado a sintetizar y caracterizar complejos de Fe(ll), Mn(ll), Co(ll) y
Cu(ll) capaces de acelerar el proceso de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol. Esta
reaccidon también puede ser catalizada por metaloenzimas como lacasa y peroxidasa en
presencia de H,0; asi como el uso de un radical estable como el TEMPO en cantidades

estequiométricas®.

1.3.2.1 Aspectos estructurales y funcionales de la fenoxazinona sintasa

La fenoxazinona sintasa (PHS) es una metaloenzima de cobre cuya funcién principal es
catalizar la formacién del cromdéforo fenoxazinona en presencia de oxigeno atmosférico
durante la biosintesis de la actinomicina D; a partir de dos moléculas de aminofenol

sustituido. (esquema 1.3.8).
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CONHR CONHR CONHR
NH; Fenoxazinona sintasa N\ NH,
2 + 3/202 + 3H20
OH (0] 0]

Esquema 1.3.8. Biosintesis de la Actinomicina D.

La actinomicina D es un compuesto natural heterociclico que se caracteriza por
poseer un cromoforo de fenoxazinona unido mediante un enlace peptidico (amida) a dos
ciclos pentapeptidicos (figura 1.3.4). La importancia de este compuesto natural es en el
ambito biolégico, ya que es un potente agente antineopldsico usado clinicamente para el
tratamiento de ciertos tipos de cdncer como: coriocarcinoma, tumor de Wilms,
rabdomiosarcoma y sarcoma de Kaposi. Se ha demostrado que la actividad antineopldsica
de la actinomicina D se debe a la unién con el ADN mediante la intercalacién del croméforo
de fenoxazinona con las bases nitrogenadas. El resultado de esta interaccion es la elevada

inhibicidn especifica de la sintesis del ARN a partir del ADN%®,

O 0O,
oH NJQ\ /// )’N(l\%o
L/,
%, -
. N

N NH HN

A\ to Oi
) 0
8] NH HN we R - N ~.
AN 0/\ o v § 0
0
= N

S S N,

A

\\ = O

O

Figura 1.3.4. Estructura completa de la Actinomicina D.
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En el afio de 1962, Katz y Weissback? fueron los primeros en aislar la enzima de
Streptomyces antibiotus, mas tarde fue clonada en Streptomyces liuidans y aislada en
cantidades de 100 mg aproximadamente con un peso molecular de 88000 daltones. Sin
embargo, la estructura era desconocida hasta que en el aio 2006 James P. Allen y Wilson
A. Francisco*® reportaron su estructura cristalina proveniente de Streptomyces antibioticus.
La estructura cristalina revela la existencia de dos formas oligoméricas con distinta actividad
catalitica: dimeros de bajas actividades cataliticas y hexameros con elevadas actividades

cataliticas.

Figura 1.3.5. Oligoméro hexamérico presente en la PHS*.

Los datos estructurales revelaron que cada subunidad del hexamero se divide en
tres dominios (figura 1.3.5), ademas de que cada una de estas subunidades contiene 5
atomos de cobre: un cobre tipo |, dos cobres tipo Il y un cobre tipo Ill. El quinto &tomo de

cobre tipo Il se encuentra ubicado a 25 A del cobre tipo | y del otro cobre tipo II.

Este quinto centro metalico no desempefia un papel fundamental sobre la elevada
actividad catalitica de la forma hexaédrica pero su presencia desempefia un rol importante

en cuestion estructural.
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Cuatro de los cinco 4tomos de cobre: un mononuclear tipo I, un mononuclear tipo Il
y un dinuclear tipo lll, se encuentran localizados primordialmente en los dominios 1y 3
como se muestra en la figura 1.3.6. El arreglo tetranuclear de cobre también se encuentran
en algunas oxidasas multicobre como: lacasas, ascorbato oxidasa y ceruplasmina. El quinto
atomo (Cu5) de cobre tipo Il se encuentra en el bucle que conecta a los dominios 3y 2,y
representa un nuevo cofactor ya que no se habia descrito anteriormente en la estructura

de otras oxidasas multicobre (figura 1.3.6).

O

Figura 1.3.6. Localizacién de los cationes metdlicos de Cu(ll) en los dominios de la estructura oligomérica“e.

El cobre tipo | se encuentra enlazado a: dos histidinas (524, 608), una cisteina 603 y
una metionina 613 que pertenecen al dominio 3, y su geometria es de bipiramide trigonal
distorsionada, pero en la figura 1.3.7 no se muestra el otro ligante axial que es caracteristico
en los centros de cobre tipo I. El cobre tipo | se encuentra a 12.5 A del cobre tipo Il y del
cobre tipo lll, ademas de que se encuentra conectado al centro tipo Il a través de un ligante

puente que facilita la transferencia electrénica entre estos dos centros.

En el centro de cobre tipo Il cada uno de los centros metalicos se encuentra
enlazado a residuos histidinicos, mientras que un grupo puente X = OH" o H,0 hace que
interactlen intimamente estos dos &tomos de cobre. La distancia entre atomos de cobre es

de 3.88A.
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Por dultimo, el centro de cobre tipo Il se encuentra a una distancia de
aproximadamente 3.6 - 3.8 A de los 4tomos de cobre del centro tipo IlI. El catién metalico
Cu(ll) se encuentra enlazado a histidinas 161 y 527 que son aportadas por los dominios 1y

3. El tercer ligante corresponde a una molécula de agua.

Figura 1.3.7. Arreglo tetranuclear de cationes metdlicos de Cu(ll) caracteristico del sitio activo de la
fenoxazinona sintasa®.
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1.3.2.2 Sistemas modelo que presentan actividad fenoxazinona sintasa

Los trabajos pioneros sobre la catalisis de la reaccién de acoplamiento oxidativo del 2-
aminofenol se realizaron en presencia de sales o complejos de cobalto. En el aifio 1987, por
primera vez se reportod que el perclorato de cobalto (Il) cataliza la reaccién de oxidacién del
2-aminofenol a la correspondiente 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona en condiciones
ambientalesy en disolventes como: acetona, metanol, etanol, acetonitriloy THF*° . En 1991,
Simandi et al.*® estudiaron el comportamiento cinético de la reaccién oxidativa del OAP
catalizada por el complejo [tetrakis(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)-dodecacloro
ftalocianina cobalto(ll)], en el que observaron una cinética tipo Michaelis-Menten con
respecto al OAP; para entonces aun se desconocia la estructura de la fenoxazinona sintasa.
En 1993 y 1996 el mismo grupo de Simandi®®*! reportan la presencia de un intermediario
radicalario proveniente del 2-aminofenol durante el proceso oxidativo utilizando como

catalizadores derivados de cobaloximas.

Hasta el afio 2008, Hassanein et al.>* reportaron que el complejo (5,10,15,20-
tetrakis-(p-fenilsulfonato) porfinatocobalto(ll) cataliza la reaccién de oxidacion del OAP en
presencia de oxigeno y medio acuoso, a pH=9. Los estudios cinéticos que realizaron sobre
esta reaccion encontraron que la velocidad de reaccidn tiene una dependencia lineal con la
concentracion del catalizador y observaron una cinética de primer orden con respecto al

OAP.

Sin embargo, todos los estudios anteriormente descritos solo reportan la
dependencia de la velocidad de reaccion en funcidén de la concentracién del catalizador y
sustrato, temperatura y pH. Ninguno de ellos reporta la eficiencia de los catalizadores junto

con los parametros cinéticos Km, keat Y Vmax

Hasta hace aproximadamente 5 afios Panja et al.>3>%5%% reportaron eficiencias
cataliticas utilizando complejos de Co(ll) y Co(lll) (Figura 1.3.8) como catalizadores del
proceso oxidativo en condiciones ambientales. En la siguiente tabla 1.3.4 se observan los

valores de parametros cinéticos Ku y keat, asi como el valor de la eficiencia catalitica.
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Tabla 1.3.4. Pardmetros cinéticos de Michaelis — Menten para comparar los sistemas de modelo de Co(ll) y

Co(ll).
Catalizador Disolvente Keat Km keat/Km
(st (mM)

A) dinuclear Co(lll) CH3OH 0.0038 1.57 2.42

B) Co(lll) CH3OH 0.0056 7.12 0.78

C) Co(llI) CH3OH 0.0092 8.58 1.07

D) dinuclear de Co(lll) CHs0OH 0.0084 10.1 0.83
E) dinuclear de Co(lll) CH3OH 0.0064 14.7 0.435

F) Co(ll) CH30OH 0.0038 20 0.19

G) Co(ll) CH3OH 0.0011 16 0.069

52



Capitulo 1. ANTECEDENTES

A) C)

B)

D) E)

F) G)

Figura 1.3.8. Estructura cristalinas de sistemas modelo de Co(ll) y (lll) que presentan actividad fenoxazinona
sintasa®54>556,
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En las ultimas décadas, la reaccidon de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol ha
sido catalizada por complejos de manganeso. En el 2006, Simandi et al.>” fueron los
primeros en reportar que un complejo dimérico de dioximatomanganeso (Il) en metanol se
disocia en una forma monomérica y presenta actividad fenoxazinona sintasa. Los estudios
cinéticos que realizaron de actividad fenoxazinona sintasa, encontraron un
comportamiento tipo Michaelis-Menten con respecto a la concentracién de OAP sin
embargo, no reportan los parametros que se obtienen del modelo matematico de
Michaelis-Menten. En el 2008 Speier et al.”® demostraron que un complejo mononuclear de
manganeso (lI) [Mn(L)(H20)2(CH3CN)](ClIO4), donde L=1,3-bis(6’-metil-2-piridilimino)
isoindolina, cataliza la reaccién de oxidacion del OAP. Se realizd el estudio cinético donde
se encontrd de igual manera un comportamiento tipo Michaelis-Menten, con los siguientes
pardmetros cinéticos: Vmax= 1.35x107 Ms™, Km=5.13x103M y keat= 0.81 x103 51 La eficiencia
catalitica (kcat/Km) es de 0.15 Ms!, Recientemente Panja et al.>*?° reportaron que los
complejos de Mn(ll) con ligantes donadores por nitrogeno que se observan en la figura 1.3.9
presentan actividad fenoxazinona sintasa. Los estudios cinéticos demuestran un
comportamiento tipo Michaelis-Menten. Los parametros cinéticos se encuentran en la

tabla 1.3.5.

Tabla 1.3.5. Pardmetros cinéticos de Michaelis — Menten para comparar los sistemas de modelo de Mn(ll) y

Mn(ll).

Catalizador Disolvente Keat (s%) Km(mM) | Keat/Km
H) Min(ll) CH3OH 0.0033 32.5 0.10
1) Mn(ll) CH3OH 0.0027 29.6 0.09
J)Mn(ll) CH3OH 0.0023 23.4 0.098
K) Mn(1l) CH3OH 0.0073 54.6 0.13
L) Mn(ll) CH3OH 0.0065 11.1 0.59
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H) d

J) K)

L)

Figura 1.3.9. Estructura cristalina de sistemas modelo de Mn(ll) y (1ll) que presentan actividad fenoxazinona
sintasa®>%.
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Por ultimo, aproximadamente hace tres afios Dey y Mukherjee %1/ %2 realizaron
estudios cinéticos con Mn(AcO); *2H,0 y Mn(AcO)3*4H,0 como catalizadores en el medio
CH3CN:CH30H(90:10), encontrdandose un comportamiento tipo Michaelis-Menten al variar
la concentracién de 2-aminofenol con eficiencias cataliticas 1.41 y 0.73 s'MY,
respectivamente. La actividad catalitica de estas sales de manganeso en la reaccién de
acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol resultan ser superiores a los complejos de

manganeso descritos anteriormente.

Aunque la fenoxazinona sintasa contiene atomos de cobre en su sitio activo, el uso
de sales de cobre o complejos que imiten la actividad fenoxazinona sintasa comenzdé unos
afios mas tarde que los estudios pioneros de cobalto. En el afio de 2004, Speier et al*.
utilizaron diferentes sales de cobre: CuCl, CuCl,, CuSO4, Cu(NOs3)2, Cu(OAc),, Cu(OCHs), vy
Cu(OCH3)Cl como catalizadores de la reacciéon de acoplamiento del 2-aminofenol con
oxigeno molecular a 60°C en DMF. Ademas, descubrieron que con 1 equivalente de ligante
donador por nitrégeno como: 2,2 -bipiridina, 3,3 -iminobis(N, N-dimetil-propilamina), 1,10-
fenantrolina y N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamina la velocidad de la reaccién aumenta.
Posteriormente en el afio 2007, Chaudhuri et al.®® reportaron que un complejo tetranuclear
de Cu(ll) con forma cubica (figura 1.3.10) cataliza la reaccién de acoplamiento del 2-
aminofenol a la fenoxazinona correspondiente en condiciones aerobias obteniendo un
100% de conversion al paso de 40 horas en una solucidn metandlica. Hasta la fecha es el
Unico complejo tetranuclear que presenta actividad fenoxazinona sintasa. Ninguno de los

estudios anteriores reporta un comportamiento cinético tipo Michaelis-Menten.
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Figura 1.3.10. Estructura de un sistema modelo tetranuclear de Cu(ll)con forma ctibica®.

A partir del descubrimiento de la estructura cristalina de la enzima fenoxazinona
sintasa, cuyo sitio activo posee atomos de cobre, se comenzaron a ocupar algunas
metaloenzimas de cobre como: Lacasas y tirosinasas provenientes de diferentes sistemas
bioldgicos para catalizar el proceso oxidativo del 2-aminofenol. En los estudios cinéticos con
la metaloenzima tirosinasa se obtuvieron parametros cinéticos del modelo de Michaelis-
Menten en medio acuoso con buffer de fosfatos; ket (s) = 60.57 y Km= 0.78 mM, por lo
tanto, una eficiencia catalitica de kcat/Km =77 653.8, cuyos valores son muy superiores a

todos los sistemas modelo reportados en la literatura®.
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1.3.2.3 Mecanismo catalitico del acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol

Algunos grupos de investigacion se han dado a la tarea de proponer un posible ciclo
catalitico para explicar el proceso de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol, en el que
involucran la participacion de una especie radicalaria proveniente del 2-aminofenol (OAP*)
en sus rutas cataliticas. Sin embargo, la deteccién de esta especie radicalaria presenta un
elevado grado de dificultad ya que tiende a reaccionar rdpidamente. En el afio 2006 Simandi
et al.>” detectaron por espectroscopia de EPR un radical relativamente estable proveniente
de la oxidacion del sustrato 2-anilino-4,6-di-terc-butilfenol (derivado del 2-aminofenol)
catalizado por un complejo de Mn(ll) en solucién metandlica, de esta manera extrapolan
que en la reaccion de acoplamiento del OAP existe una participacion del radical OAP en su

ruta catalitica.

Algunos estudios mecanisticos de los sistemas modelo demuestran que el paso mas
crucial del proceso oxidativo es la formacion de la iminobenzoquinona (IMBQ por sus siglas
en inglés) que se produce por la dismutacién de dos especies radicalarias de OAP*, como
se muestra en el esquema 1.3.9. La formacion de la IMBQ a partir del OAP es posible a través
de especies reactivas de oxigeno (ROS) como hidroperoxo o superoxo y no directamente de

la unién con el sustrato como se observa en el esquema 1.3.10.

OH
@[ o catalitico NHz
2 ————> + HOO'
NH, (Lento) o

NH3 o OH
@E no catalitico CE @[
2 S —— +
o NH NH,
N NH
o OH no catalitico ~ 2 2H,0
+ + 0y —mm + 2

NH NH, o o

Esquema 1.3.9. Mecanismo catalitico de la oxidacion del OAP en presencia tnicamente de O:
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Esquema 1.3.10. Propuestas mecanisticas del acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol catalizado por

02

complejos de Mn(11)%° y Co(ll)%.
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Se han realizado estudios utilizando técnicas como espectrometria de masas (ESI-
MS) de las soluciones cataliticas con la finalidad de investigar un posible intermediario entre
un complejo y el sustrato; hasta el momento no se ha reportado a detalle algun
intermediario de esta naturaleza®’. Cabe mencionar que dos moléculas de 2-aminofenol
pueden acoplarse en presencia de solo O; atmosférico como se observa en el esquema
1.3.11. El primer paso de la reaccién oxidativa del 2-aminofenol mediante el O, es un
proceso catalitico y lento, mientras que los otros pasos de la reaccién oxidativa son

espontaneos y rapidos.

Los pasos finales para formar el cromoéforo de la fenoxazinona, es decir la adicién,

ciclaciéon y oxidacion, no requiere asistencia de catalizador como se muestra en el esquema

1.3.11.
HH
L == OO == (X1
NH OH o) 0, OH o)
BQMI
-2H*
(0]
-2e 2

N
o O

Esquema 1.3.11. Pasos finales de la reaccion de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol sin asistencia
catalitica.
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Capitulo 2

OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general:

Estudiar la actividad catalitica de los compuestos de coordinacién de Cu(ll) con ligantes
derivados de imidazol en las reacciones de acoplamiento oxidativo de fenoles sustituidos,
particularmente del 2,6-dimetilfenol y 2-aminofenol; cuyos productos de acoplamiento

poseen propiedades de interés a nivel industrial y biolégicas, respectivamente.

Objetivos particulares:

- Evaluar la actividad catalitica de los complejos bioinspirados de Cu(ll) en la reaccién
de polimerizacion del 2,6-dimetilfenol al paso de 24 horas; cuantificando vy
determinando la longitud de la cadena mediante 'H-RMN el producto de
polimerizacién.

- Comparar la actividad catalitica entre los diferentes complejos dinucleares de Cu(ll)
entre estos y sus analogos mononucleares en la polimerizacién del 2,6-dimetilfenol.

- Analizar las diferencias que se producen en el rendimiento del proceso oxidativo y
en la longitud de la cadena polimérica al variar la temperatura, la relacién [Sustrato]:
[Catalizador] y la relaciéon del medio MeCN:H,0

- Realizar estudios preliminares de la actividad fenoxazinona sintasa de los
compuestos bioinspirados de cobre (ll) utilizando 2-aminofenol como sustrato
modelo, cuantificando la cantidad de fenoxazinona que se obtiene de las reacciones
cataliticas mediante espectrofotometria UV-Vis.

- Evaluar mediante estudios cinéticos la actividad catalitica de los complejos
bioinspirados de Cu(ll) en el acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol mediante
espectrofotometria UV-Vis.

- Comparar la actividad fenoxazinona sintasa entre los diferentes complejos
dinucleares de Cu(ll) entre estos y sus analogos mononucleares.
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Hipétesis:

En el grupo de trabajo se ha demostrado que los complejos dinucleares de Cu(ll):
[Cux(L)(H20)4]* L= dimp, diep, dihe y dihp presentan una importante actividad catecolasa;
de hecho, entre los compuestos estudiados, estos son los que han demostrado tener una
mayor eficiencia catalitica. Se sabe ademas que estos compuestos son capaces de reducirse
en presencia de un sustrato y reoxidarse en presencia de oxigeno atmosférico, generando

radicales libres en el sustrato.

Como este tipo de comportamiento es util en la reaccién de acoplamiento de fenoles
catalizada por compuestos de cobre, se propone que los complejos [Cuz(L)(H20)4]** L =
dimp, diep, dihe y dihp que han presentado una importante actividad catecolasa,
presentardn una importante actividad catalitica en el acoplamiento oxidativo del 2,6-

dimetilfenol y del 2-aminofenol.

La actividad catecolasa de los complejos mononucleares de Cu(ll) estudiados en el
grupo de investigacion ha resultado ser inferior en comparacion con sus andlogos
dinucleares de Cu(ll), por lo que la actividad catalitica de los complejos dinucleares de Cu(ll)
en la reaccidn de acoplamiento oxidativo de compuestos fendlicos sera superior que sus
analogos mononucleares de Cu(ll), a pesar de que los compuestos fendlicos difieren

estructuralmente de los catecoles por un grupo -OH.
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Capitulo 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Acoplamiento oxidativo del 2,6-dimetilfenol

En los antecedentes (seccion 1.3.1.3) se discutieron los resultados mas destacados de
estudios preliminares de la reaccién de polimerizacion del 2,6-dimetilfenol catalizada por
nuestros complejos bioinspirados de Cu(ll), especificamente [Cua(dihe)(H20)4]*,
[Cux(dihp)(H20)4]**, [Cuz(diep)(H20)4]* y [Cu(miep)(H:0)2]?*. En aquellos estudios

cataliticos, se impusieron condiciones que involucran:

a) Tiempos de reaccion sumamente largos en comparacién con estudios descritos en
la literatura.

b) El proceso oxidativo solo depende de la pequefia cantidad de oxigeno molecular
disuelto en el medio MeCN/H20 y/o de la cantidad localizada en la interfase del
medio MeCN/H-0.

En este trabajo se modifican estas dos condiciones con la finalidad de optimizar el
tiempo y disponibilidad de oxigeno molecular en el medio de reaccidn, ademas de afadir a
la lista otros dos complejos bioinspirados de cobre (Il): [Cux(dimp)(H20)4* 'y
[Cu(mihe)(H20):]?* que también son capaces de catalizar selectivamente la reaccién de

polimerizacién del 2,6-dimetilfenol.

El primer cambio en las condiciones del proceso oxidativo fue la disminucién de la
duracion de las reacciones cataliticas de 192 horas (8 dias) a tan solo 24 horas. La duracion
de 8 dias del proceso oxidativo se determind mediante un estudio de variacién del % de
rendimiento de la reaccién de polimerizacién en funcidn del tiempo (2, 4, 6 y 8 dias), en que

se observd que al paso de 8 dias se obtenia una mayor cantidad de producto de
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polimerizacién®'. Esta modificacién fue impulsada por estudios descritos en la literatura
donde fijan un tiempo de reaccion de aproximadamente 24 horas o menos. De esta manera,
el cambio a tan solo 24 horas no solo nos permitird optimizar el tiempo de la reaccién sino
también nos permitird comparar la actividad catalitica de nuestros complejos bioinspirados

de Cu(ll) con otros catalizadores de Cu(ll) descritos en la literatura.

La segunda modificacidon en las condiciones del proceso oxidativo es aumentar la
disponibilidad de oxigeno molecular en el medio de reaccion. Para ello, se montd un sistema
de inyeccién de aire continuo con la finalidad de burbujear aire en el seno de reaccion, y
asegurar que durante las 24 horas que dura el proceso de polimerizacién haya la suficiente
cantidad de oxigeno molecular indispensable para la reaccién oxidativa. En la mayoria de
los estudios descritos en la literatura la principal fuente de agente oxidante es el uso directo
de tanques de oxigeno molecular. Por lo que, en nuestro proceso nos ahorramos el costo

de uno o mas tanques de oxigeno sustituyéndolo por una fuente gratuita, el aire.

El presente trabajo comienza con la evaluacidon de la actividad catalitica de los
complejos dinucleares de Cu(ll) : [Cuz(dihe)(H20)4]*,  [Cux(dihp)(H20)4]*,
[Cuz(diep)(H20)4]** y [Cuz(dimp)(H20)4]* y los complejos mononucleares de Cu(ll):
[Cu(miep)(H20)2)?* vy [Cu(mihe)(H20):]?* en la reaccidn de polimerizaciéon del 2,6-

dimetilfenol bajo las condiciones que se encuentran en el esquema 3.1.1.
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OH
[Cu,L]** o [CuL]?* 2.5% mo

TEA

m + 1/2m O, + mH,0
MeCN/H20
25°C
Agitacion
1 O 1 o 1 OH
4 4 4

Esquema 3.1.1. Acoplamiento oxidativo del 2,6-dimetilfenol catalizado por nuestros compuestos
bioinspirados de Cu(ll). Las condiciones experimentales [DMP]=0.02 M [Cu:L]=0.0005 M; [CuL]=0.001M,
[TEA]=0.02 M a 25°C.

En el caso de las reacciones oxidativas que son catalizadas por los complejos
mononucleares de Cu(ll) se afiade una cantidad doble en comparacién con sus andlogos
dinucleares, con el propdsito de mantener constante en todas las reacciones cataliticas la
cantidad de cationes metalicos de Cu(ll). A pesar de que los complejos de Cu(ll) del grupo
de investigacidn catalizan selectivamente la polimerizacién del DMP, también se forma una
pequeiia y tal vez despreciable cantidad del producto de acoplamiento C-C, cuya
determinacion se realizé mediante espectrofotometria UV-Vis en el que se encontré que la

cantidad de producto de acoplamiento C-C es de aproximadamente entre 2 y 3%.

3.1.1 Efecto de la variacion del catalizador

La evaluacidon de la actividad catalitica de los complejos de cobre (Il) del grupo de
investigacion en el proceso de polimerizacién se realiza mediante la cuantificacién del
producto sdélido obtenido, es decir con el rendimiento de la reaccién de polimerizacién. Los
catalizadores protagonistas se pueden observar nuevamente en la figura 3.1.1, cuyas
caracteristicas, semejanzas y diferencias estructurales se discutieron en la seccién 1.2.3.
Dichos catalizadores de Cu(ll) observados en la figura 3.1.1 corresponden Unicamente a
precursores cataliticos, ya que se espera que las especies activas encargadas de catalizar
selectivamente la reaccion de polimerizacién en el medio MeCN/H,0 sean las especies
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hidrolizadas de estos complejos bioinspirados de Cu(ll) formadas in situ debido al pH basico

gue impone el 2,6-dimetilfenolato que se forma al momento de afiadir la TEA.

44 T 4+

[}
~ b
HO---Cu--N7 "NH HO~Cu--N”"NH \
N
1

i) N B

U:‘OH -

HN ,N-‘C:U:\“-OH HNT/ : \OH OHZOHZ
OHZO He OH,™ 2 L
[Cuy(dihp)(Hy0),]** [Cuy(dihe)(H,0),]* [Cu(mihe)(H,0),]**

2+

[Cuy(diep)(H,0),]** [Cuy(dimp)(H,0),]** [Cu(miep)(H,0),1**

Figura 3.1.1. Complejos bioinspirados de Cu(ll) protagonistas en el acoplamiento oxidativo del 2,6-

dimetilfenol.

De manera global cada una de las reacciones cataliticas se realiza por triplicado en el
sistema de inyeccidn de aire continuo. Las observaciones generales experimentales de las

reacciones cataliticas son las siguientes:

- Al inicio todas las mezclas de reaccidn son homogéneas y con una coloracién
verdosa, que varia ligeramente dependiendo del catalizador que se utilice. Hasta
después de un par de horas, las mezclas de reaccion donde los complejos de Cu(ll)
con los ligantes diep, dimp, mihe y miep son los catalizadores, se comienza a
observar turbidez en la mezcla de reaccién. Para los complejos con los ligantes dihe

y dihp la turbidez se empieza a observar hasta después de ocho horas.
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- En todas las reacciones cataliticas se obtienen productos de color verde. Estos
sélidos de coloracidn verdosa son sometidos a un proceso de purificacién, ya que el
producto de polimerizacion es un sélido de color blanco.

El polimero derivado del 2,6-dimetilfenol presenta una alta solubilidad en
disolventes no polares como tolueno y cloroformo, por el contrario, es totalmente
insoluble en disolventes polares como acetonitrilo, agua, metanol y etanol. Esta
informacién resulta de gran utilidad para el proceso de purificacidon del polimero,
puesto que dicho proceso solo consiste en: disolver el producto en cloroformo o
tolueno para quitar todas las impurezas sdlidas, para posteriormente precipitar el
polimero con metanol y unas gotas de EDTA al 5% m/v para finalmente filtrar y secar
a vacio.
Después de la purificacién de todos los productos de polimerizacién, el siguiente paso
es calcular el % de rendimiento de cada una de las reacciones cataliticas; cuyo valor se
calcula de la siguiente manera:

% Rendimient masa del polimero obtenido (g) 100
_ *
o kenaimiento masa del monémero usado (g)

En la tabla 3.1.1 se muestran los valores promedio del % de rendimiento obtenido
de las reacciones de polimerizacién catalizadas por los diferentes complejos

bioinspirados de Cu(ll).

Tabla 3.1.1. % de rendimiento de la reaccion de polimerizacion catalizada por los complejos bioinspirados de
cobre Cu(ll) a 24 horas. [Cat]=5x10*M [DMP]=0.02M y [TEA]=0.02M en MeCN/H:0 a 25°C.

Catalizador Rendimiento (%)
[Cuz(dihe)(H20)4]* 31.5
[Cux(dihp)(H20)4]* 21.4
[Cu(mihe)(H20)2]?* 45.6
[Cuz(dimp)(H20)4]* 46.2
[Cux(diep)(H20)4]** 50.2
[Cu(miep)(H20).]** 36.7
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Para analizar los diferentes resultados que se observan en la tabla 3.1.1. Se van a
sistematizar de la siguiente manera:
- Comparacioén de porcentaje de rendimiento entre complejos dinucleares de Cu(ll)

- Comparacién de rendimiento entre los complejos dinucleares de Cu(ll) con sus
andlogos mononucleares de Cu(ll)

3.1.1.1 Comparacién de porcentaje de rendimiento entre complejos dinucleares de
Cu(ll)
Al comparar los porcentajes de rendimiento de la reaccion de polimerizacion que se

encuentran en la tabla 3.1.1, se puede observar la siguiente tendencia:
[Cux(diep)(H20)4]** > [Cuz(dimp)(H20)4]*> [Cuz(dihe)(H20)a]*>[Cuz(dihp)(H20)4]**

Sin tomar en cuenta las moléculas de agua coordinadas al catién metalico para fines
comparativos y sin olvidar que las especies hidrolizadas son quienes catalizan la reaccién de
polimerizacién, solo nos centraremos en los atomos donadores que aportan los ligantes y
en el tamano del segundo anillo quelato para dar una posible explicacidn a los diferentes

valores de rendimiento de la reaccion de polimerizacién.

Los complejos de Cu(ll) donde el cation metalico se encuentra enlazado a solamente
atomos de nitrégeno (N-imidazol, N-diazecina y N-piridina) que proporcionan los ligantes
dimp vy diep, resultan ser mas activos, ya que se obtiene una mayor cantidad de producto
de polimerizacién en comparacion con los complejos de Cu(ll) donde el cation metalico se
encuentra enlazado a oxigeno y nitrégeno (N-imidazol, N-diazecina y O-alcohol) que
proporcionan los ligantes dihe y dihp. A pesar de que no se conoce con certeza el
mecanismo catalitico de esta reaccion oxidativa, una posible explicacion ante esta
diferencia puede derivarse de factores electrénicos del tercer diente del ligante. En el caso
de los complejos [Cux(dimp)(H20)4]*y [Cuz(diep)(H20)4]** el tercer diente es una piridina,
mientras que para los complejos [Cuz(dihe)(H20)4]*y [Cuz(dihp)(H20)4]** el grupo —OH es el
tercer diente. La piridina al ser un ligante aceptor i retira densidad electrénica del centro

metalico, haciéndolo un centro mas duro, provocando que exista una mejor interaccién
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entre el centro metdlico y el 2,6-dimetilfenolato. Debido a esta buena interaccidn, la
trasferencia electrénica entre el complejo dinuclear de Cu(ll) y el sustrato anidnico, resulte
ser un proceso mas favorable y rapido produciendo un mayor nimero de intermediarios
adecuados que conduzcan a la formacién del polimero en comparaciéon con los centros
metadlicos de Cu(ll) unidos a grupos -OH provenientes de alcoholes con caracteristicas

Unicamente donadoras o.

Por otra parte, nos centramos en el tamaio del tercer brazo del ligante. En el caso
de los complejos [Cuz(diep)(H20)4]** y [Cuz(dimp)(H20)4]**, el complejo de Cu (Il) con diep
catalogado como “cerrado largo” presenta una actividad ligeramente superior en
comparacion con su analogo “cerrado corto” dimp. Aunque la diferencia no es tan notable,
esta puede atribuirse a que un anillo quelato de seis miembros le proporciona mayor
flexibilidad al complejo, contribuyendo a la facilidad de cambio de geometria de octaédrica
elongada preferida por el Cu(ll) a una tetraédrica distorsionada preferida por el Cu(l), en el
proceso de reduccién. Por el contrario, en el caso de los complejos [Cuz(dihe)(H20)a]* y
[Cux(dihp)(H20)4]* el complejo de Cu(ll) con el ligante dihp “cerrado largo” muestra una
menor actividad catalitica en la polimerizacién oxidativa en comparacién con el complejo
de Cu (ll) con el ligante dihe, su analogo corto. Para este caso, se podria proponer que el
ligante dihp a pesar de ser un ligante “cerrado largo”, el proceso de cambio de geometria
de octaédrica elongada a tetraédrica distorsionada no resulte ser un proceso sencillo como
el caso anterior, sumandole ademds de que la preferencia del Cu(l) a coordinarse al grupo-

OH seria desfavorable.
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3.1.1.2 Comparacion en el porcentaje de rendimiento entre complejos dinucleares de
Cu(ll) y sus analogos mononucleares de Cu(ll)

En la reaccion de acoplamiento oxidativo del 2,6-dimetilfenol catalizada por el complejo
dinuclear [Cux(diep)(H20)4]* se obtiene una mayor cantidad de producto de polimerizacion
en comparacién con su andlogo mononuclear [Cu(miep)(H20)2]?* . En este caso, la presencia
del segundo catién metélico de Cu(ll) en el complejo [Cuz(diep)(H20)4]* hace diferencia en
el proceso oxidativo. Este resultado es totalmente esperado, basado Unicamente en los
estudios de actividad catecolasa en el que se demuestra que los complejos mononucleares
de Cu(ll) son mucho menos eficientes que sus analogos dinucleares de Cu(l)?*. Sin embargo,
la explicacion de la influencia del segundo catién metalico en los complejos dinucleares en
los procesos cataliticos no se ha podido resolver completamente. En este caso la presencia
del segundo cation metdlico en los complejos dinucleares mejora las propiedades

electroaceptoras para poder tener una mayor interaccion con el 2,6-dimetilfenolato?>.

En el caso del complejo mononuclear [Cu(mihe)(H20):]?* no sigue la misma
tendencia; este complejo resultd ser mds activo en el proceso oxidativo que su andlogo
dinuclear [Cux(dihe)(H20)4]**. Al parecer en este caso la presencia del segundo cation
metdlico de Cu(ll) en el complejo [Cuz(dihe)(H20)4]** no influye significativamente en la

cantidad de polimero obtenido en el proceso oxidativo.

La caracterizacion del producto de polimerizacién obtenido con cada catalizador se
realiza mediante H y 3C-RMN. A continuacion, se describen los resultados obtenidos de

dicha caracterizacion.
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En la figura 3.1.2 se muestra un solo espectro de 3C-RMN puesto que todos los
espectros muestran sefiales con desplazamientos quimicos similares. El espectro de 3C-
RMN nos permite identificar con certeza que el sélido obtenido corresponde al producto de

polimerizacién.

Figura 3.1.2. Espectro de RMN de 3C (400 MHz) en (CDCl3) a 25°C del producto de polimerizacién obtenido
de la reaccion catalizada por [Cuzdihe]* con su respectivas asignaciones.

El polimero derivado del DMP se divide en cabeza, cuerpo y cola. La cabeza
corresponde a un DMP sustituido en la posicion para del anillo aromatico, mientras que el
cuerpo del polimero corresponde a todos los mondmeros enlazados por oxigeno vy la
posicién para del anillo aromatico y por ultimo, la cola del producto de polimerizaciéon es
un DMP que se enlaza por el atomo de oxigeno a la posicién para de otro anillo
perteneciente al cuerpo del polimero. El mondmero de la cola mantiene el H de la posicién

para del anillo.
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Esta descripcidn es necesaria debido a que en el espectro de *C-RMN se observan
las sefiales que corresponden a dichos segmentos de la cadena polimérica. El experimento
se llevé acabo disolviendo el producto en CDCls En las tablas 3.1.2, 3.1.3 y 3.1.4 se resume
el desplazamiento quimico de las sefiales que corresponden a cada uno de los segmentos

del producto de polimerizacion.

Cabeza

Tabla 3.1.2. Asignacion y desplazamientos quimicos (6)
para el espectro de RMN-3C (400 Hz) en CDCl3 a 25°C

de la cabeza de la cadena.

Asignacién 6 (ppm)
-CH3(7,8) 16.25

C orto del anillo (1,5) 124.24

C meta del anillo (2,4) 114.01

C para del anillo (3) 154.42

C sustituido por el - OH(6) 146.6

Cuerpo

Tabla 3.1.3. Asignacion y desplazamientos quimicos (6)
para el espectro de RMN-*3C (400 Hz) en CDCl3 a 25°C

del cuerpo de la cadena.

Asignacion S(ppm) é
-CH3(18,17) 16.77 O
18 11 17
C orto del anillo (12,16) 132.53 1 16
C meta del anillo (13,15) 114.43
13 15
C para del anillo (14) 154.70 14
C sustituido por el —OR (11) 145.41
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Cola

Tabla 3.1.4. Asignacion y desplazamientos quimicos (6)
para el espectro de RMIN-13C (400 Hz) en CDCl3 a 25°C

de la cola de la cadena.

Asignacién 6 (ppm) é
-CHs (26,27) 16.48 O
C orto del anillo (21,25) 131.48 27 20 26
C meta del anillo (22,24) 128.94 21 25
C para del anillo (23) 124.91 22 24
C sustituido por el —OR (20) 151.37 23

La sefial que aparece en 76.99 ppm corrresponde al CDCls, Notese que las sefiales
que corresponden al cuerpo de la cadena son mas intensas por tener un nimero mayor de
atomos de carbono en comparacion con las sefiales que corresponden a la cabeza y cola de

la cadena polimérica.
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De igual manera que en el caso anterior, solo se muestra un espectro RMN de *H
representativo debido a que todos los espectros muestran sefiales con los mismos
desplazamiento quimicos. Los espectros *H-RMN confirman que el producto obtenido
corresponde al producto de acoplamiento C-O, ya que se observan sefales caracteristicas
de la cabeza, cuerpo y cola del polimero. En la figura 3.1.3 se muestran las asignaciones de
cada una de las sefales y en las tablas 3.1.5, 3.1.6 y 3.1.7 se resume el desplazamiento

quimico y multiplicidad de las sefiales.

Figura 3.1.3. Espectro de RMN de H (400 MHz) en (CDCl3) a 25°C del producto obtenido por

[Cuzdihe]** con su asignacion.
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Cabeza

Tabla 3.1.5. Asignacidn, multiplicidad, desplazamientos quimicos (6) para el espectro de RMIN-'H
(400 Hz) en CDCl3 a 25°C de la cabeza de la cadena.

Asignacion Multiplicidad S6(ppm)
OH
-CH3(7,8) Singulete 2.18
8 7
-CH- de la posicién
meta del anillo Singulete 6.37 2 4
(2,4)
Cuerpo

Tabla 3.1.6. Asignacidn, multiplicidad, desplazamientos quimicos (6) para el espectro de RMIN-'H
(400 Hz) en CDCl3 a 25°C de la cabeza de la cadena.

Asignacién Multiplicidad S6(ppm) Cé)
18 17
-CH3(18,17) Singulete 2.10
-CH-de la 13 15
posicion meta del Singulete 6.48
anillo. (13,15)
Cola

Tabla 3.1.7. Asignacidn, multiplicidad, desplazamientos quimicos (6) para el espectro de RMN-1H
(400 Hz) en CDCl3 a 25°C de la cabeza de la cadena.

Asignacion Multiplicidad 6 (ppm)

O
-CHs3 (26,27) Singulete 2.18 27 26
-CH-de la
. ;
posicion me. ay Multiplete 7.09 22 24
para del anillo. 23
(22,23,24)
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En las tablas 3.1.5 y 3.1.7 se puede observar que las sefiales que aparecen en 2.18
ppm corresponden a los metilos tanto de la cabeza como de la cola del polimero; esta
asignacion es sustentada por un analisis bidimensional HMBC. El singulete que aparece
alrededor de 2.05 ppm cuya integracion es menor a 12 pueden ser asignado a 4 -CHs que
correspondan a un monémero contiguo a la cabeza y al penultimo de la cadena. Por ultimo,
la sefal que aparece en 6.45 ppm corresponde a mondmeros que forman parte del cuerpo

de la cadena.

Las senales que aparecen en 7.26 ppm corresponden al hidrégeno metilico de CHCl3
y en 1.58 ppm a hidrégenos de moléculas de agua. Otras sefiales que aparecen en 1.93,

2.25,6.28,6.43, 6.53, 6.68 ppm corresponden a sefales satélite.

La parte fundamental del andlisis por resonancia magnética nuclear de H no es solo
identificar el producto de polimerizacién, sino mediante la integracion de las sefiales
correspondientes a la cabeza, cuerpo y cola, podemos determinar la longitud de cadena del

producto polimérico.

La Unica variante en todos los espectros de *H-RMN es la intensidad de las sefiales
gue corresponde al cuerpo de la cadena, ya que los productos de polimerizacién obtenidos

presentan diferentes longitudes de cadena.

La integracidn de las sefiales que corresponden a la cabeza y cola del polimero, en
la regidn de los H-aromaticos es de 2 (6.37 ppm) y 3 (7.09 ppm), respectivamente. En la

tabla 3.1.8 se muestra la integracion de exclusivamente las sefiales del cuerpo.

75



Capitulo 3. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 3.1.8. Valores % de rendimiento y de longitud de la cadena determinado mediante la integracion de
las sefiales de *H-RMN

Catalizador Asignacion Integracion #de Longitud Rendimiento
mondmeros de (%)
del cuerpo cadena
total
-CHs
. 229 38
[Cuz(dihe)(H20)4]* -Ch- 41-42 31.5
(posicion 81 40
meta)
-CHs 159 31
[Cuz(dihp)(H20)4]** -CH- 32 3435 21.4
(posicion 64
meta)
-CHs
[Cu(mihe)(H20):]?* -CH- 122 20 2124 45.6
(posicion 38 19
meta)
-CHs 158 26
[Cuz(dimp)(H20)4]* -CH- 53 28-30 46.2
(posicion 26
meta)
-CHs
. 12 21
[Cux(dliep)(H20)]** “CH- > 24-25 50.2
(posicion 44 22
meta)
-CHs
. 66
[Cu(miep)(H20)2}** -CH- 11 13 36.7
(posicion 22
meta)
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Para analizar los resultados de la tabla 3.1.8, la comparacidon de dichos resultados se
realiza de la siguiente manera:

- Longitud de cadena entre complejos dinucleares de Cu(ll)
- Longitud de cadena entre los complejos dinucleares de Cu(ll) con sus andlogos
mononucleares de Cu(ll).

3.1.1.3 Comparacién de la longitud de cadena del polimero obtenido entre complejos
dinucleares de Cu(ll)

En la tabla 3.1.8 se puede observar que al utilizar el complejo dinuclear [Cuz(dihe)(H20)4]*
como catalizador en la reacciéon de polimerizacién se obtiene un polimero mds extenso
comparado con los polimeros que se obtienen de las reacciones catalizadas por los otros
complejos dinucleares de Cu(ll), con una extension de cadena de 41-42 unidades.
Posteriormente le sigue el producto de polimerizacién obtenido de la reaccién catalizada
por el complejo andlogo [Cux(dihp)(H20)4]** ya que este polimero posee una longitud de

cadena de 34-35 unidades monomeéricas.

Al utilizar los complejos  [Cuz(dimp)(H20)4]** vy [Cuz(diep)(H20)4]** como
catalizadores se obtienen polimeros que poseen longitudes de cadena mas cortas en
comparacion con los complejos [Cuz(dihe)(H20)4]**y [Cuz(dihp)(H20)4]**; siendo el complejo
dinuclear [Cuz(dimp)(H20)4]* el que produce un polimero de mayor longitud de cadena con
28-30 unidades monoméricas en comparacion con su analogo [Cu(diep)(H20)4]* en el que
se obtiene un polimero con aproximadamente 24-25 unidades monoméricas. De esta
manera, los catalizadores con ligantes denominados “cerrados cortos” conducen a obtener
productos de polimerizacién con mas unidades monoméricas en comparacién a sus

analogos “cerrados largos”.

De los resultados que se encuentran en la tabla 3.1.8 se puede observar una relacion
inversa entre el rendimiento de la reaccién oxidativa y la longitud de la cadena polimérica,
puesto que en las reacciones catalizadas por [Cuz(dihp)(H20)4]*"y [Cuz(dihe)(H20)4]* se
obtienen bajos rendimientos del proceso de polimerizacidn, pero el polimero obtenido

posee una longitud de cadena mas larga, mientras que el rendimiento de los procesos
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oxidativos catalizados por los complejos [Cuz(diep)(H20)4]*"y [Cuz(dimp)(H20)4]*son altos
pero el polimero producido posee una longitud de cadena con menos unidades
monoméricas. Una de las posibles explicaciones de este fenédmeno podria estar asociado a
la estabilidad y labilidad precisamente del tercer diente. En la tabla 3.1.9 se puede observar
que la diferencia en las constantes de estabilidad globales; cuyos valores dependen de la
naturaleza del tercer diente; siendo los complejos dinucleares [Cuz(dimp)(H20)4]** y

[Cus(diep)(H20)4]** mas estables que los complejos [Cux(dihp)(H20)4]** y [Cuz(dihe)(H20)4]**.

Tabla 3.1.9. Constantes de estabilidad global de los complejos dinucleares de Cu(ll)

[CUz(dihE)(HzO)4]4+ [CUz(dihp)(HzO)4]4+ [CuZ(diep)(H20)4]4" [CuZ(dimp)(HzO)4]4"

|
S—(_\

Log B 10.82 9.91 19.07 18.63

La baja estabilidad del tercer diente —OH en los complejos [Cux(dihp)(H20)4]* vy
[Cux(dihe)(H20)4]** puede considerarse como una vacante mds, ya que un anién 2,6-
dimetilfenolato podria sustituir al tercer diente —OH y coordinarse al centro metalico. Por
lo que de alguna manera dos o mas iones 2,6-dimetilfenolato estarian participando en el
mismo centro metalico, que posteriormente conduzcan a la formacidn de un intermediario
mas extenso y por ende a un polimero con una mayor longitud de cadena. Caso contrario,
con los complejos [Cuz(dimp)(H20)s]*" y [Cuz(diep)(H20)4]* en el que el tercer diente
piridinico se encuentra enlazado fuertemente al centro metalico, el cual no podria ser
sustituido por un anién 2,6-dimetilfenolato y producir un intermediario que conduzca a la

formacién del producto de polimerizacién de longitud de cadena mas corta.
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3.1.1.4 Comparacion de longitud de cadena entre los complejos dinucleares de Cu(ll)
con sus analogos mononucleares de Cu(ll).

Desde un principio se proponia que la actividad catalitica de los complejos mononucleares
de Cu(ll) en la reacciéon de polimerizacién resultaria ser baja en comparacién con sus
andlogos dinucleares de Cu(ll) basados unicamente en los estudios de actividad catecolasa
de algunos complejos mononucleares y dinucleares de Cu(ll) del grupo de investigacion.
Esta analogia no se puede extrapolar completamente a la reaccion de polimerizacion del
DMP, puesto que para el complejo mononuclear [Cu(mihe)(H20)2]?* se obtiene una mayor
cantidad de producto de polimerizacion en comparacién con su andlogo dinuclear
[Cux(dihe)(H20)4]**. Una de las posibles justificaciones de este fendmeno recae en la
longitud de cadena del polimero, ya que al utilizar el complejo dinuclear de Cu(ll) se obtiene
un menor rendimiento, pero un polimero con mds unidades monoméricas, mientras que al
utilizar el complejo mononuclear se obtiene un mayor rendimiento, pero un polimero con
una menor longitud de cadena. De esta manera la presencia del segundo catién metadlico

de Cu(ll) del complejo dinuclear solo nos beneficia en cuestiones de longitud de cadena.

En contraste, para los complejos donde el tercer diente es un grupo piridinico, tanto
la cantidad de producto de polimerizacién obtenido como la longitud de cadena es mayor
cuando se utiliza el complejo dinuclear [Cux(diep)(H20)4]* en la reaccién catalitica que al
utilizar su andlogo mononuclear [Cu(miep)(H20).]**. En este caso la presencia del segundo
catién metdlico beneficia tanto en cantidad como en longitud de cadena del producto de

polimerizacién.
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3.1.2 Variacidn en las condiciones de la reaccion de polimerizacion del 2,6-
dimetilfenol

En esta seccidn se presentan los resultados de la variacién en las condiciones de: relacion
[Sustrato]: [Catalizador], medio de reaccion MeCN:H,0 y temperatura de la reaccién de
polimerizacién catalizada por el complejo [Cux(dihe)(H20)4]*. La finalidad de modificar
estas variables fue buscar un aumento en el rendimiento y en la longitud de cadena en
comparacion con el polimero obtenido de la reaccién catalizada como se describe en la
seccidn 3.1.1. La eleccidn de utilizar Unicamente [Cux(dihe)(H20)4]** como catalizador para
estos estudios, se debe a que el producto obtenido utilizando este catalizador posee mas
unidades monoméricas en comparacién con los polimeros obtenidos de las reacciones de
catalizadas por los otros compuestos de Cu(ll). En la tabla 3.1.10 se muestran los resultados
obtenidos de este estudio. Todos los experimentos se realizaron por triplicado en el sistema
de inyeccidn de aire continuo, descrito anteriormente. El cdlculo del rendimiento de la
reaccion de polimerizacién se realiza de igual manera que en la seccién 3.1.1.2 y en cuanto
a la determinacidn de la longitud de la cadena polimérica se realiza mediante H-RMN.

Tabla 3.1.10. Optimizacion de la reaccion de polimerizacion del 2,6-DMP catalizada por el complejo
[Cux(dihe) (H20)4]** variando las condiciones de temperatura, relacién MeCN/H-0 y relacién

[Sustrato]:[Catalizador]

Medio % Cat. Temperatura Rendimiento Longitud de
en mol (°C) (%) la cadena

MeCN/H,0(1:1) 5 25 20.9 28
MeCN/H,0(1:1) 2.5 25 31.5 41-42
MeCN/H,0(1:1) 2.5 35 49.4 26-27
MeCN/H,0(1:1) 2.5 45 34.6 34-36
MeCN/H,0(3:1) 2.5 35 6.7 21
MeCN/H,0(1:3) 2.5 35 - -
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1.3.2.1  Variacion de la relacion [DMP]:[Catalizador].

El efecto de variar la relacion [Sustrato]:[Catalizador] resulta ser favorable en un valor de
40:1, ya que al utilizar una relacién 20:1 se observa una disminucidon en el rendimiento del
proceso oxidativo en aproximadamente 10% sumado a que la longitud de la cadena
polimérica del producto se acorta en 14 unidades con respecto al producto de
polimerizacidén que se obtiene cuando se usa la relacién 40:1 [sustrato]:[catalizador]. Al no
observar una mejora en el rendimiento de la reaccién y longitud de cadena del polimero; la
relacion [sustrato]: [catalizador] 40:1 se mantiene para las siguientes pruebas. Cabe
mencionar que también se realizé una prueba de relacién 60:1 [Sustrato]: [Catalizador]
(aumentando la cantidad de sustrato); sin embargo, se decidid no continuar con este
experimento, ya que al momento de anadir TEA a la disolucién de DMP rapidamente se
observa un aumento en la tonalidad amarillenta en la mezcla de la reaccién, sefial de la

rapida formacién del producto de acoplamiento C-C.

1.3.2.2  Variacién de la temperatura

En esta seccidn se analizan los cambios en el rendimiento de la reaccién de polimerizacién
y en la longitud de la cadena polimérica al incrementar la temperatura a 35 y 45°C de la
reaccion catalitica. En la tabla 3.1.10 se puede observar que a 35°C aumenta la cantidad de
producto de polimerizacién en aproximadamente 18% en comparacion con los resultados
obtenidos a 25°C. Sin embargo, la longitud de cadena del polimero disminuye en 15

unidades monoméricas.

Por el contrario, si aumentamos 10 °C mas la temperatura de la reaccidon catalitica
(45°C) se observa una disminucién de 14.8% en el rendimiento de la reaccién, pero la
longitud de la cadena polimérica aumenta en 9 unidades con respecto a los resultados que
se obtienen a 35°C. Ahora, si estos resultados obtenidos a 45°C los comparamos con los
resultados a 25°C se observa una ganancia en aproximadamente del 3.1% en cuestiones de

rendimiento, pero la longitud de cadena del polimero obtenido disminuye en 6 unidades.
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Al parecer el papel que desempefia variar la temperatura en esta reaccion oxidativa, es un
juego entre un aumento en el rendimiento de la reaccién de polimerizacién y una
disminucion en la longitud de cadena del producto polimérico, y viceversa. Debido a que
solo se logré un aumento en el rendimiento del proceso oxidativo a 35°C, esta temperatura

de reaccidn se mantiene para la siguiente y ultima prueba.

1.3.2.3 Variacion del medio MeCN:H,0

Por ultimo, se estudia el efecto que se produce en la reaccién catalitica al variar la cantidad
de agua o de acetonitrilo del medio de reaccion. Las modificaciones involucran un aumento
en la proporcién de acetonitrilo en un caso y en otro, un aumento en la proporcién de agua.
Los resultados obtenidos de estas pruebas no son nada favorables, ya que en el primer caso
donde se aumenta la cantidad de acetonitrilo MeCN:H,O (3:1), el rendimiento baja
dramaticamente de 49.4% (relacién de MeCN:H,0 a 35°C) a 7.4%. La posible explicacion
ante esta disminucién drastica, se debe a la presencia de un precipitado de color verde en
el medio de reaccién; este sdlido verde podria ser identificado como el complejo
[Cux(dihe)(OH)4] causando que en el medio exista solo una pequena fraccion de la especie
activa capaz de catalizar la reaccidon de polimerizacién. Sin embargo, la modificacidon que
produce esta variacién sobre la longitud de la cadena polimérica no es tan drastica ya que
solo se observa un decremento de 6 unidades, con respecto al polimero que se obtiene en

el medio de reaccion MeCN:H,0 1:1 a 35°C.

En cuanto a la reaccion catalitica donde el agua se encuentra en mayor proporcién
(medio MeCN:H,O es 1:3) no hay mucho de qué discutir ya que no se obtiene
absolutamente nada; Unicamente se obtiene un sélido negro (CuO). Al parecer las
condiciones de pH que se establecen cuando hay una mayor cantidad de agua en el medio

de reaccidon y un aumento en la temperatura favorecen la destruccién del catalizador.
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Los estudios descritos anteriormente comprueban que las condiciones mas
adecuadas para obtener los mejores resultados de la reaccién de polimerizacidn catalizada
usando complejo [Cux(dihe)(H20)4]* son: relacion 40:1 [Sustrato]: [Catalizador] y relacidn

del medio MeCN:H,0 1:1.

Como el mejor rendimiento para el catalizador [Cux(dihe)(H20)4]*se obtuvo a 35°C,
con una relacién 40:1 [Sustrato]: [Catalizador] y relacidon del medio MeCN:H;0 1:1, se
llevaron a cabo las reacciones de polimerizacién con el resto de los catalizadores, bajo estas

condiciones.

Tabla 3.1.11. % de rendimiento de la reaccién de polimerizacion catalizada por los complejos bioinspirados
de Cu(ll) y longitud de la cadena del polimero obtenido a 25 y 35°C.

25°C 35°C
Entrada Catalizador
Rendimiento | Longitud de | Rendimiento | Longitud de
(%) la cadena (%) la cadena
1 [Cuz(dihe)(H20)4]** 31.5 41-42 49.4 26-27
2 [Cuz(dihp)(H20)4]** 21.4 34-35 33.5 37-38
3 [Cu(mihe)(H20)2]%* 45.6 21-24 57.8 41-43
4 [Cuz(dimp)(H20)4]* 46.2 28-30 55.5 46-48
5 [Cuz(diep)(H20)4]** 50.2 24-25 40 39-40
6 [Cu(miep)(H20)2]* 36.7 13 30 20-21

En la tabla anterior se puede observar que un aumento de 10°C en las reacciones
oxidativas donde los complejos  [Cux(dihp)(H20)4]**,  [Cu(mihe)(H.0):]** 'y
[Cuz(dimp)(H20)4]*" son los catalizadores conlleva a un mejor rendimiento y una mayor
longitud de la cadena. Este aumento es mas notorio en las reacciones catalizadas por los

complejos [Cu(mihe)(H20)2]?* y [Cuz(dimp)(H20)4]** ya que la cadena de los productos
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poliméricos aumenta en aproximadamente 20 unidades monoméricas, mientras que en
cuestiones de rendimiento de la reaccién se observa un aumento de 12.2 % y 9.3%,

respectivamente.

En cuanto a la reaccion catalizada por el complejo [Cux(dihp)(H20)4]** un aumento
en la temperatura hace que se obtenga un polimero con 3 unidades monomeéricas mds en
comparacion con el polimero que se obtiene a 25°C, mientras que el rendimiento de la
reaccion aumenta en aproximadamente 12.1% . Finalmente, al utilizar el complejo
[Cux(diep)(H20)4]** en la reaccidon de polimerizacién, se observa una disminucién en el
rendimiento de la reaccion en un 10%, pero un aumento en la longitud de cadena de
aproximadamente 15 unidades con respecto al polimero que se obtiene a una temperatura

de 25°C.

Con elaumento de la temperatura en las reacciones cataliticas solo se logré obtener
un polimero de aproximadamente 46-48 unidades monoméricas en un rendimiento del
55.5% utilizando el complejo [Cuz(dimp)(H20)s]* como catalizador, superando los
resultados obtenidos de la reaccidn catalitica cuando se utiliza el complejo dinuclear

[Cuz(dihe)(H20)4]** como catalizador a 25y 35°C.

En la seccidn de los antecedentes se menciona que un polimero de peso molecular
entre 10000 < Mn < 40 000 es el adecuado para la fabricacion de productos de interés
industrial. Sin embargo, con ninguno de nuestros catalizadores se logra alcanzar un valor de
M que se encuentre dentro del intervalo anterior. Si recurrimos a la informacién que nos
proporciona la técnica de *H-RMN. La masa molecular del polimero obtenido en la reaccién
catalitica donde se obtuvo la mayor longitud de cadena es utilizando [Cuz(dimp)(H20)4]**

como catalizador; cuyo valor es de Mn= 5762 g/mol (46-48 unidades).

Sin embargo se sabe que los polimeros tipo PPO con menor longitud de cadena,
(entre 10 y 40 unidades, con masas molares entre 1000 y 5000g/mol) son utiles en la

elaboracion de ciertos compositos poliméricos®.
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3.2 Acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol

Desde hace aproximadamente 2 décadas, los estudios relacionados con la actividad
fenoxazinona sintasa de sistemas modelos de Co (II) y (Il1), Mn (I1) y (1), Fe(ll) y Cu(ll) han
ido en aumento. Hasta el aflo pasado, se han encontrado mds reportes sobre sistemas
modelos de manganeso y cobalto que presentan actividad fenoxazinona sintasa, que de
complejos de Cu(ll) que catalizan este proceso oxidativo, a pesar de que desde el afio 2006
fue revelada la estructura cristalina de la enzima fenoxazinona sintasa, cuyos sitios activos

contienen cationes metdlicos de Cu(ll).

NH; [CuzL]‘“ o [CuL]?*
2 +3/2 0, @[ :@ +  3H,0
OH

Esquema 3.2.1. Acoplamiento oxidativo de 2-aminofenol ccatalizada por los complejos bioinspirados del

grupo de investigacion.

En nuestro grupo de investigacidn, uno de los propdsitos es evaluar la actividad
fenoxazinona sintasa de los complejos bioinspirados de Cu(ll) (los mismos que se utilizaron
en la reaccién de polimerizacién del DMP) a pesar de que estos complejos bioinspirados de
Cu(ll) no sean buenos modelos estructurales del sitio activo de la enzima fenoxazinona
sintasa. La evaluacién de la actividad catalitica se realiza mediante la reaccién de
acoplamiento oxidativo del sustrato modelo 2,6-aminofenol (OAP) para producir la
respectiva 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona (esquema 3.2.1), cuya caracteristica relevante es
que presenta color en disolucion metandlica, por lo que su estudio puede realizarse

mediante espectroscopia UV-Vis.
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3.2.1 Estudios preliminares de actividad fenoxazinona sintasa de los complejos
bioinspirados de Cu(ll)

Para adentrarnos en la reaccién de acoplamiento del 2-aminofenol primeramente, se
realiza la exploracién de la actividad fenoxazinona sintasa de nuestros complejos mediante
espectrofotometria UV-Vis. Estos estudios preliminares consisten en seguir el crecimiento
de la banda en Amax=430 nm (caracteristico de la 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona) durante 60

min.
Cada uno de los experimentos se realizan de la siguiente manera:

- Relacidon [Sus]:[Cat] = 100:1 ; [Sus]= 1 mM [CuzL]=0.01 mM en el caso de
[Cul]?*=0.02 mM.
La concentracion de los complejos mononucleares de Cu(ll) es el doble para
mantener la constante la cantidad de cationes metdlicos en las reacciones
cataliticas.

- El tiempo de reaccidn en todos los casos es de 60 min. Los espectros se obtienen
cada 5 min.

- Condiciones aerobias.

- Medio metandlicoy 25°C

El primer espectro UV-Vis que se muestra en la figura 3.2.1 es exclusivamente del
sustrato sin presencia de catalizador en medio metandélico. Se puede observar un ligero
crecimiento en 430 nm correspondiente a la absorcidon de la fenoxazinona. Esto es evidencia
de que el proceso oxidativo del OAP es favorable debido a la presencia de O3 disuelto en el

medio metandlico.
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Figura 3.2.1. Seguimiento de la banda en Amax=430 nm durante el proceso oxidativo del OAP en ausencia de

catalizador durante 1 hora.

Cuando a la reaccién de oxidacion se le afiade Cu(ClOa); se puede observar en la
figura 3.2.2 un notable crecimiento de la banda en 430nm en comparacién con en el
seguimiento de la reaccién en ausencia de Cu(ll), por lo que [Cu(H:0)s]?** es capaz de

catalizar la reaccién de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol.

Figura 3.2.2. Seguimiento de la banda en Amax=430 nm durante el proceso oxidativo del OAP

catalizado por Cu(ClO4)2 durante 1 hora.
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En las figuras 3.2.3 y 3.2.4 se puede observar el seguimiento del proceso oxidativo
del OAP catalizado por los complejos dinucleares [Cux(diep)(H20)4]*y [Cuz(dimp)(H20)4]**.
En esta figura también se puede observar que, en ambos procesos, hay un notorio
crecimiento de la banda en 430 nm correspondiente a la absorcion de la fenoxazinona, en
comparacion con el seguimiento UV-Vis del proceso oxidativo en ausencia de catalizador.
La diferencia entre estos dos procesos es que la reaccidén catalizada por el complejo
dinuclear de Cu(ll) [Cuz(dimp)(H20)4]* es mas rapido que el proceso oxidativo catalizado

por el complejo [Cux(diep)(H20)4]*.

Figura 3.2.3. Seguimiento de la banda en Amax=430 nm durante el proceso oxidativo del OAP

catalizado por [Cuz(dimp)(H20)4]* durante 1 hora.
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Figura 3.2.4. Seguimiento de la banda en Amax=430 nm durante el proceso oxidativo del OAP catalizado por

[Cuz(diep)(H20)4]*" durante 1 hora.

El seguimiento de este mismo proceso catalizado por los complejos dinucleares
[Cux(dihp)(H20)4]** y [Cus(dihe)(H20)4]* se puede observar en la figuras 3.2.5 y 3.2.6. De
igual manera se puede observar un notorio crecimiento de la banda en 430 nm
correspondiente a la absorcidn del croméforo de fenoxazinona en comparacion con lo que
se observa en las figuras 3.2.1 y 3.2.2. La reaccidn catalizada por el complejo
[Cux(dihe)(H20)4]** es mas rdpida en comparacién con el proceso oxidativo catalizado por el

complejo [Cux(dihp)(H20)4]*".

89



Capitulo 3. RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 3.2.5. Seguimiento de la banda en Amax=430 nm durante el proceso oxidativo del OAP catalizado por

[Cuz(dihe)(H20)4]* durante 1 hora.

4+

Figura 3.2.6. Seguimiento de la banda en Amax=430 nm durante el proceso oxidativo del OAP catalizado por

[Cuz(dihp)(H20)4]* durante 1 hora.

Si nos basamos unicamente en el valor de absorbancia en Amax= 430 nm de los
espectros UV-Vis que se obtienen al paso de 60 min y considerando que esta unidad de
absorcién es directamente proporcional a la cantidad de producto de acoplamiento
oxidativo del 2-aminofenol (Ley de Lambert-Beer), la reaccién catalizada por el complejo

[Cux(dihe)(H20)4]** es la mas eficiente puesto que se obtiene una mayor cantidad de
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producto en comparacién con todos los catalizadores dinucleares de Cu(ll) al paso de 60

min.

En las figuras 3.2.7 y 3.2.8 se puede observar el seguimiento de la reaccion oxidativa
catalizada por los complejos mononucleares [Cu(mihe)(H20)2]?*y [Cu(miep)(H20).]?*. En
estos procesos oxidativos se puede observar de igual manera que en los casos anteriores,
un crecimiento de la banda en 430 nm, sefial de que los complejos mononucleares de Cu(ll)

son capaces de catalizar la reaccion de acoplamiento oxidativo.

2+

Figura 3.2.7. Seguimiento de la banda en Amax=430 nm durante el proceso oxidativo del OAP catalizado por

[Cuz(miep)(H20)2]?* durante 1 hora.

Figura 3.2.8. Seguimiento de la banda en Amax=430 nm durante el proceso oxidativo del OAP catalizado por

[Cuz(mihe)(H20)2]?* durante 1 hora.
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Si comparamos estos avances de reaccidon catalizadas por los complejos
mononucleares de Cu(ll) con sus respectivos analogos dinucleares de Cu(ll) (figuras 3.2.9),
claramente se observa que los complejos dinucleares catalizan mas eficientemente la
reaccion de acoplamiento oxidativo. Ademds, puede observarse que el complejo
mononuclear [Cu(miep)(H20),]?* cataliza la reaccion mejor que el complejo
[Cu(mihe)(H20),]?*. Cabe destacar que en los procesos oxidativos la concentracion de los
complejos mononucleares de Cu(ll) es dos veces mayor que de los complejos dinucleares

de Cu(ll) con la finalidad de que la cantidad de cationes metdlicos se mantenga constante.

S s T 4+
2+ / \N--El:r'N/ NH
\ =N
(| ol
— ) r— 1 =
S —Cu--N
HN /N__C|u\\ Nl N HNT/N Eu\\ \_/
\E é \S = s S

— - 4+
2+ o )\
\ HO=Cy--N7 NH
—~1) =
— \
HN__N--Cu=--OH S=(_N/>
:\\ HN /N-Clu;-OH
§s T

Figura 3.2.9. Comporacion de seguimiento de la banda en Amax=430 nm durante el proceso oxidativo del OAP

catalizado por complejos monucleares y dinucleares de Cu(ll) durante 1 hora.
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Los estudios anteriores demuestran que nuestros complejos bioinspirados de Cu(ll)
tienen la capacidad de catalizar la reaccidn de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol, es
decir que presentan actividad fenoxazinona sintasa, pero esta informacién no es suficiente
para poder empezar a concluir sobre la actividad fenoxazinona sintasa de nuestros

catalizadores de Cu(ll)

Un siguiente paso consistié en cuantificar la cantidad de producto acoplamiento
oxidativo del 2-aminofenol de las reacciones cataliticas al paso de 60 y 1440 min (1 horay
24 horas). La reaccidn oxidativa se lleva a cabo en un sistema de inyeccién continuo de aire
a 25°C con el propdsito de aumentar la disponibilidad del O, en el medio de reaccién
(esquema 3.2.2). Este andlisis cuantitativo se realiza mediante espectrofotometria UV-Vis
utilizando la proporcién lineal entre la absorbancia y la concentracion (ley de Lambert-
Beer), por lo que es necesario conocer el valor del coeficiente de absortividad molar del

cromoéforo de fenoxazinona en el medio metandlico.

NH; [Cu2L]4+ o [CuL]?
2 +3/2 0, + 3H,0
OH 24 hrs.
MeOH
25°C

Esquema 3.2.2. Reaccion de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol en el grupo de investigacion.

En los estudios descritos en la literatura sobre actividad fenoxazinona sintasa se
encontré que no existe un Unico valor universal de coeficiente de absortividad; existen
multiples valores. Diferentes grupos de investigacion>>°6636970 'han utilizado valores desde

5533 hasta 24000 cm™t M1 71,72,69,73

Ante la duda de los diferentes valores reportados en la literatura, se tomé la decisién
de obtener un valor propio de coeficiente de absortividad molar de la fenoxazinona en

metanol; para ello se sintetizo la 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona mediante la oxidacion del 2-

93



Capitulo 3. RESULTADOS Y DISCUSION

aminofeol con éxido de mercurio (ll) como se observa en el esquema 3.2.3, con un método

descrito en la literatura’.

CHcg
60°C

Esugema 3.2.3. Sintesis de la aminofenoxazinona utilizando HgO como agente oxidante.

La caracterizacion de la fenoxazinona obtenida en el grupo de investigacion
Unicamente se realizé mediante *H-RMN. La asignacidn de las sefiales se observa en la tabla
3.2.1. Solo se hace énfasis en la zona de los hidrégenos aromaticos puesto que la molécula
de fenoxazinona solo contiene hidrégenos de naturaleza aromatica. El experimento se llevd
acabo disolviendo el producto en DMSO-ds. En la siguiente tabla se resume el

desplazamiento quimico de las sefiales de la 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona.
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Tabla 3.2.1. Asignacién de las sefiales del espectro RMN-'H de la fenoxazinona.

Asignacion Multiplicidad | 8(ppm) | Integracion

-CH2 Singulete 6.41 1

-CH3 Singulete 6-42 1

_NH2 S|~ngulete 6.86 2

sefial ancha
-CH del anillo aromatico Multiplete 7.49 3
CH de la posicion orto con Doble de 7.75 1
respecto al O-R dobles

Figura 3.2.10. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en (DMSO-ds) a 25°C de la fenoxazinona.
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Para obtener el valor de coeficiente de absortividad molar de la fenoxazinona en
medio metandlico se construye una curva de calibracién. En la siguiente figura 3.2.11 se
observa el ajuste por minimos cuadrados de la recta para obtener el valor de la pendiente;

cuyo valor nos proporciona que el coeficiente de absortividad molar de 18 343 cm* M.

Figura 3.2.11. Grdfico de Absorbancia vs. Concentracion para determinar el coeficiente de absortividad

molar en Amax=430 nm de la fenoxazinona en metanol.

En la tabla 3.2.2 se muestran los resultados del rendimiento de los procesos oxidativos.
La concentracidon del producto de acoplamiento se determina mediante la curva de

calibracion de la figura 3.2.11.

96



Capitulo 3. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 3.2.2. % de rendimientos de la reaccion de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol al paso de 1y 24

horas.
Absorbanci | Concentracidon | Rendimiento | Rendimiento
Catalizador a (M) (%) (%)
alhora a24hrs
OAP (sin catalizador) | 0.01949 6.23x107 0.125
[Cu(H20)s]** 0.246 1.3x10° 2.6 22
[Cux(dihe)(H20)4]** 1.5945 8.65x107 17.3 83
[Cux(dihp)(H20)4]** | 0.56662 3x105 6.1 76.8
[Cu(mihe)(H20)2]** | 0.06265 2.97x10°® 0.6 20
[Cuz(dimp)(H20)4]* | 0.70411 3.8x10°° 7.6 77
[Cux(diep)(H20)s]* | 0.42818 2.3x10°° 4.58 74.8
[Cu(miep)(H20)2]>* | 0.26226 1.39x10°° 2.77 40

Los valores del porcentaje de rendimiento de la reaccidn catalizada por los complejos

bioinspirados de Cu(ll) al paso de 1y 24 hrs se pueden sistematizar de la siguiente manera:

- Entre los complejos cuyos ligantes son dihe, dihp y mihe se observa la siguiente
tendencia:

[CUz(dihe)(H20)4]4+ > [CUz(dihp)(HzO)4]4+> [CUZ(Mihe)(HzO)2]4+

- En cuanto a los complejos de Cu(ll) donde los ligantes son dimp, diep y miep, la
tendencia que se observa en la tabla 3.2.2 es la siguiente:

[Cuz(dimp)(H20)4]* > [Cuz(diep)(H20)s]**> [Cuz(miep)(H20).]*

- La comparacién entre los complejos mononucleares de Cu(ll) con sus andlogos
dinucleares de Cu(ll) sigue la siguiente tendencia:

[Cux(diep)(H20)4]** > [Cu(miep)(H20)2]** ; [Cuz(dihe)(H20)4]** > [Cu(mihe)(H20).]*
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Los complejos dinucleares de Cu(ll) con los ligantes denominados “cerrados cortos”
([Cuz(dihe)(H20)4]* y [Cus(dimp)(H20)4]*") conducen un mayor rendimiento en comparacion
con sus andlogos dinucleares con ligantes denominados “cerrados largos”
([Cuz(dihp)(H20)4]** 'y [Cuz(diep)(H20)4]*). Lo que significa que las caracteristicas
estructurales y electrénicas del tercer diente en los complejos de Cu(ll) influyen en la
obtencién de producto de acoplamiento. Mas adelante mediante estudios cinéticos de esta

reaccidn oxidativa, se da una posible explicacion para estas diferencias.

Otro de los resultados que es importante destacar es que los complejos
mononucleares de Cu(ll) presentan un bajo rendimiento en comparacién con sus analogos
dinucleares, por lo que se puede pensar que la actividad fenoxazinona sintasa de estos
complejos mononucleares de Cu(ll) es baja, por lo que la presencia del segundo catién
metalico en los complejos dinucleares de Cu(ll) si influye en la actividad catalitica de dichos

complejos.

Para poder explicar los resultados sobre las diferencias en la cantidad de producto
de acoplamiento oxidativo obtenido en las reacciones cataliticas, se tiene que recurrir a

estudios cinéticos.

98



Capitulo 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.2.2  Estudios cinéticos de la reaccion de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol

El propdsito de los estudios cinéticos es evaluar la actividad catalitica de los complejos
bioinspirados de Cu(ll) en el acoplamiento oxidativo del sustrato modelo 2-aminofenol en

presencia de oxigeno.

El producto de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol, como ya se mencioné
anteriormente, presenta una intensa banda de absorcién en Amax= 430 nm en metanol,
gracias a esta informacion; los estudios cinéticos de este proceso oxidativo se realizan
mediante espectrofotometria UV-Vis. La velocidad del proceso oxidativo en metanol se
determindé mediante el método de las velocidades iniciales (vo); para ello se sigue el
crecimiento de la banda en Amax = 430 nm con respecto al tiempo, en los primeros instantes
de la reaccidn catalitica. La ventaja de este método es que se considera insignificante la
reaccidon inversa ya que, en los primeros instantes, la concentracidon del producto es
pequefia. Esta consideracidn resulta ser muy prdctica pues permite utilizar ecuaciones

sencillas para determinar los pardmetros cinéticos.
Los estudios cinéticos consisten en lo siguiente:

- Determinar el efecto de la concentracion del catalizador en |a velocidad inicial de
la reaccidn. Si el comportamiento cinético es de primer orden con respecto al
catalizador, se podrd proponer el modelo enzimatico de Michaelis-Menten para
explicar el comportamiento cinético del proceso oxidativo.

- Determinar el efecto de la variacion de la concentracion del sustrato en la
velocidad inicial. En los sistemas modelo que siguen un comportamiento tipo
Michaelis-Menten, este tipo de estudios permiten determinar los parametros
cinéticos Km, Vmax Y Keat, asi como el valor de la eficiencia catalitica (kcat/Km).
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Es de suma importancia considerar todos los factores que intervienen en la reaccion
catalitica para tener un mejor control de estos estudios cinéticos y sobre todo para realizar
una buena comparacion de los resultados obtenidos. Todos los estudios cinéticos se
llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones:

- Un control de temperatura constante de 25°C.

- Presién atmosférica constante.

- Medio de reaccién metandlico

- El crecimiento de la banda en 430 nm se siguié durante 100 s. Cada espectro UV-Vis

se obtuvo cada 5 s.

- En el caso de los complejos mononucleares de Cu(ll) las concentraciones utilizadas

fueron el doble respecto a los estudios de los complejos dinucleares: de este modo,

la concentracién total de cationes metdlicos de Cu(ll) en el estudio de ambos
sistemas es la misma.

Todas las mediciones se realizaron 10 veces mediante la técnica de stopped-flow. En la
mayoria de las graficas de Absorbancia vs. tiempo (figura 3.2.12), se logran distinguir dos
pasos de la reaccidn catalitica. De acuerdo con diversos autores, el primero de estos pasos
se debe a la rdpida reaccién estequiométrica entre el complejo de Cu(ll) y el 2-aminofenol.
Por otra parte, el segundo paso de la reaccion, el cual es mds lento que el primero, fue
monitoreado durante 80 segundos aproximadamente. Se puede observar un
comportamiento lineal de la concentracion del croméforo de fenoxazinona en funcién del
tiempo. A partir de la pendiente de esta grafica mediante un ajuste matematico se

determina la velocidad inicial de la reaccién.

Figura 3.2.12. Grdfico de Absorbancia vs. Tiempo que se observa en todos los procesos cataliticos.
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3.2.2.1 Efecto de la variacion de la concentracion del catalizador

En estos estudios se busca encontrar el comportamiento cinético de la velocidad inicial con
respecto a la variacién de concentracion del catalizador. Resulta de gran importancia
realizar estos estudios cinéticos, puesto que un comportamiento de primer orden es una
condicidn necesaria para proponer el modelo enzimdatico de Michaelis-Menten, sin
embargo, esto no asegura que el comportamiento con el sustrato siga dicho modelo

enzimatico.

Los estudios se realizan manteniendo constante, y en mayor proporcién, la
concentracién del 2-aminofenol con respecto a la concentracién de los catalizadores. La
concentracién del sustrato OAP es de 4 x 103 M en todos los casos, tanto para los
dinucleares de Cu(ll) como mononucleares de Cu(ll). En las figuras 3.2.13 y 3.2.14 se
observan los graficos de velocidad inicial vs. concentracién de catalizador exclusivamente
de los catalizadores dinucleares de Cu(ll) cuyo tercer diente corresponde a un atomo de

nitrégeno proveniente de piridina.

[Cu,(dimp)]

Figura 3.2.13. Grdfico de vo vs. [Cuz(dimp)(H20)4]** en el que se observa un comportamiento de pseudo-

primer orden.

101



Capitulo 3. RESULTADOS Y DISCUSION
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[Cu,(diep)]

Figura 3.2.14. Grdfico de vo vs. [Cux(diep)(H20)4]** en el que se observa un comportamiento de pseudo-
primer orden.

En las figuras anteriores se puede observar que hay una relacién lineal entre la
velocidad inicial y la concentracidn de ambos catalizadores; el coeficiente de correlacion
lineal en ambas graficas es mayor a 0.98. Estos resultados indican que la reaccidn es de
pseudo-primer orden con respecto a la concentracidon de los complejos dinucleares de

Cu(ll), por lo que la ley de velocidad queda de la siguiente manera:
Vozkobs[cat]

El valor de kobs es la constante catalitica observada, y [Cat] es la concentracion del
catalizador dinuclear de Cu(ll). Mds adelante se compararan los valores de las kobs de todos

los catalizadores.

En las siguientes figuras 3.2.15 y 3.2.16 se muestran los graficos de velocidad inicial
vs. concentracion de catalizadores dinucleares de Cu(ll) cuyo tercer diente es el &tomo de

oxigeno proveniente del grupo —OH.
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Figura 3.2.15. Grdfico de vo vs. [Cux(dihe)(H20)4]** en el que se observa un comportamiento de pseudo-

primer orden.
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Figura 3.2.16. Grdfico de vo vs. [Cuz(dihp)(H20)4]* en el que se observa un comportamiento de pseudo-

primer orden.

103



Capitulo 3. RESULTADOS Y DISCUSION

En las figuras anteriores se puede observar el mismo comportamiento lineal entre
la velocidad inicial y la concentracién de los catalizadores dinucleares de Cu(ll), por lo que
el comportamiento cinético en la variacion de la concentracién del catalizador también es
de pseudo-primer orden. Por ultimo, en las figuras 3.2.17 y 3.2.18, se muestran las graficas
de velocidad inicial vs. concentracién de los catalizadores mononucleares de Cu(ll). Se
puede observar que el comportamiento cinético es el mismo que el de sus andlogos
dinucleares de pseudo-primer orden. El coeficiente de correlacién es mayor 0.99 en estos

Casos.

N

N-—CIU‘-—-OH

Z [
\K S:\‘S

[Cu(mihe)]

Figura 3.2.17. Grdfico de vo vs. [Cuz(mihe)(H20)2]** en el que se observa un comportamiento de pseudo-

primer orden.
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N

—_— )

1
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[Cu(miep)]

Figura 3.2.18. Grdfico de vo vs. [Cuz(mihe)(H20)2]** en el que se observa un comportamiento de pseudo-

primer orden.

El comportamiento cinético al variar la concentracién de los complejos dinucleares
y mononucleares de Cu(ll) en el proceso oxidativo resulté ser de pseudo-primer orden. Para
poder comparar la actividad de los catalizadores en este proceso oxidativo es necesario
recurrir al valor de la kobs; dicho valor se obtiene mediante el ajuste por minimos cuadrados

de las graficas lineales; en la tabla 3.2.3 se muestran estos valores.

Tabla 3.2.3. Valores de las kobs obtenidos para los complejos bioinspirados de Cu(ll) de los estudios cinéticos
al variar la concentracién del catalizador.

k (s
Catalizador obs (s )
4+ -4
[Cuzdihp] 5.65x 10
4+ -3
[Cuzdihe] 1.27x 10
2+ -5
[Cumihe] 6.53 x 10
4 -4
[Cu,diep] 5.19x 10
4+ -3
[Cuzdimp] 1.9x10
2+ -4
[Cumiep] 1.91x 10
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Al observar la tabla 3.2.3, resulta evidente que el mejor catalizador para esta reacciéon

oxidativa es el complejo dinuclear [Cuz(dimp)(HzO)4]4+; mientras que el complejo de Cu(ll)

que muestra las mas baja actividad catalitica es el complejo mononuclear

[Cu(mihe)(H20)4]**. De los resultados obtenidos también se puede observar lo siguiente:

- Entre los complejos bioinspirados de Cu(ll) cuyos ligantes son dihe, dihp y mihe se
observa la siguiente tendencia:
[Cuz(dihe)(H20)4]** > [Cux(dihp)(H20)4]* > [Cuz(mihe)(H20).]*

- En cuanto a los complejos de Cu(ll) donde los ligantes son dimp, diep y miep, la
tendencia que se observa es la siguiente:

[CUz(dimp)(HzO)4]4+ > [CuZ(diep)(H20)4]4* > [CUZ(Miep)(Hzo)z]4+

- La comparacién entre los complejos mononucleares de Cu(ll) con sus analogos
dinucleares de Cu(ll) sigue la siguiente tendencia:

[Cuz(diep)(H20)4]** > [Cu(miep)(H20):]** ; [Cuz(dihe)(H20)s]** > [Cu(mihe)(H20):]**

Estos resultados son congruentes con lo descrito en la seccion donde se obtiene el
rendimiento de la reaccién de acoplamiento oxidativo. Con los valores de kobs Se demuestra
gue los mejores catalizadores para la reaccidn oxidativa son los complejos dinucleares de
Cu(Il) con los ligantes denominados “cerrados cortos”, dimp y dihe. Con estos resultados se
puede afirmar que las caracteristicas estructurales y electrénicas del tercer diente y el
tamaio del segundo anillo quelato influyen en la eficiencia catalitica de los complejos de
Cu(ll) en el proceso oxidativo. En el caso de los complejos mononucleares de Cu(ll) con base
en su valor de kobs, estos resultaron ser menos eficientes que sus andlogos dinucleares, lo
que significa que en este proceso oxidativo la presencia del segundo catién metalico influye

en la actividad catalitica de los complejos dinucleares de Cu(ll).
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3.2.2.2 Efecto de la variacion de concentracion del sustrato

En la mayoria de los estudios cinéticos de complejos con Co, Mn y Cu que presentan
actividad fenoxazinona sintasa que se encuentran descritos en la literatura (seccién 1.3.2.2)
se describe un comportamiento tipo Michaelis-Menten al variar la concentracién de
sustrato, por lo que se podria esperar que nuestros complejos bioinspirados de Cu(ll) sigan
un comportamiento de tipo enzimatico. Ademas, el comportamiento cinético obtenido para
todos los catalizadores es de pseudo-primer orden por lo que se puede proponer que el
modelo de Michaelis-Menten sea el adecuado para evaluar la actividad catalitica de estos

sistemas modelo.

El estudio de la variaciéon de concentracién del 2-aminofenol se lleva acabo
manteniendo constante la concentracién del catalizador. Para los complejos dinucleares de
Cu(Il) la concentracién es de 1 x10> M, mientras que para los complejos mononucleares de
Cu(ll) la concentracidn es de 2x10 M. En cuanto a la variacién de sustrato en todos los casos
es de 0.1x1073 a 6x10°3 M. Primero se muestran los resultados de los complejos de Cu(ll) en
los que el tercer diente corresponde a un dtomo de nitrégeno proveniente de un grupo

piridinico: [Cuz(dimp)(H20)4]*, [Cuz(diep)(H20)4]** y [Cuz(miep)(H20)2]**

En las figuras 3.2.19, 3.2.20 y 3.2.21 se muestran las graficas obtenidas en este estudio; se
puede observar que a bajas concentraciones de 2-aminofenol existe una dependencia lineal
de la velocidad inicial de la reaccién con respecto a la concentracién de 2-aminofenol; sin
embargo, a concentraciones elevadas de OAP, la velocidad de la reaccién comienza a
presentar una regidon donde se mantienen constante, lo que sugiere que el catalizador se
comienza a saturar, lo que significa que el comportamiento cinético al variar la

concentracién del sustrato utilizando estos catalizadores es de tipo Michaelis-Menten.
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[Cu,(diep)]

Figura 3.2.19. Grdfico de v, vs. [OAP] en el que se observa un comportamiento tipo Michaelis-Menten

utilizando como catalizador [Cuz(diep)(H20)4]**

[Cu,(dimp)]

Figura 3.2.20. Grdfico de vo vs. [OAP] en el que se observa un comportamiento tipo Michaelis-Menten

utilizando como catalizador [Cux(dimp)(H20)4]*
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2+
[\‘l
HN ,N--C',U;'NI =
{oos
[Cu(miep)]

Figura 3.2.21. Grdfico de vo vs. [OAP] en él que se observa un comportamiento tipo Michaelis-Menten

utilizando como catalizador [Cu(miep)(H20)2]**

El modelo enzimdtico de Michaelis-Menten considera que la reaccidon catalitica
global esta constituida por dos etapas. En una primera etapa se forma un complejo entre el
catalizador y el sustrato; en la segunda etapa de la reaccion, el complejo [CatS] se

descompone en producto P y el catalizador que se regenera.

¢ Ky
[CatS]

Cat+ S

Cat+ P

K.1

El modelo considera que la velocidad de reaccidn esta limitada por la segunda etapa,
es decir que la disociacion del complejo CatS, para regenerar el catalizador y obtener el

producto y esta representada por la ecuacion siguiente:

velocidad de reaccion = k,[CatS]
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Para utilizar el modelo de Michaelis-Menten, la velocidad de la reaccion debe ser
evaluada en los primeros instantes (velocidad inicial), cuando la concentracion del producto
es pequefia, y por lo tanto la reaccién inversa puede considerarse insignificante. Si se aplica
el principio del estado estacionario al complejo CatS’, por lo que se puede considerar que
la concentracién de este complejo se mantiene constante durante la reaccidn, esto significa

que las velocidades de formacion y de disociacion del complejo son iguales:
velocidad de formacion de CatS = velocidad de disociacion de CatS
kl [Cat] [S] = (k_1 + kz) [CatS]

Si se despeja [CatS] de la expresidn anterior, y se asume que en la reaccion catalitica
la concentracién del catalizador libre es igual a la concentracidn inicial del catalizador menos
la concentracidn del catalizador comparado con el sustrato, [Cat]=[Cat]o-[CatS]. Es posible
llegar a una expresion para la velocidad inicial de la reaccién (vo), en términos de las

concentraciones iniciales de sustrato y catalizador.

_ | [Catlols]
k_lkt K2 4 ps]

vo = k2 [CatS]

La relacion entre las constantes cinéticas se define como la constante de Michaelis.

Menten, Kw:

ki + k
KM:[ 1k1 2]

La velocidad maxima a la que puede llegar la reaccién (Vmax) ocurre cuando todo el
catalizador se encuentra unido al sustrato, [Cat]o=[CatS]:

Vmax= kZ [Cat]o

Asi, finalmente se obtiene la expresion final del modelo matematico de Michaelis-

Menten:

by = [Ymax [S]]

Ky + [S]
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La constante de velocidad k, también se conoce como constante catalitica kcat 0O
numero de recambio, es decir el nUmero de moléculas de sustrato transformadas en

producto por unidad de tiempo por molécula de catalizador.

La constante Ky, es un indicador de la afinidad de la enzima por el sustrato. Dado
que Kw relaciona las constantes cinéticas del proceso catalitico global ky<<ki entonces la
constante de Michaelis-Menten se convierte en Km=k-1/ki siendo esta relacion equivalente
a una constante de disociacién del complejo CatS; con base en esta informacién un pequefio

valor de Kwm indica una gran afinidad del catalizador por el sustrato.

Los parametros cinéticos Km y ket son caracteristicas diferentes del proceso
catalitico, el cociente keat/Km es utilizado como una medida de la eficiencia catalitica. Este
nuevo parametro catalitico engloba todo el proceso catalitico; tanto el equilibrio de
formacién del complejo catalizador-sustrato, como la transformaciéon del sustrato en
producto y proporciona la influencia de estos dos pasos en la actividad de cada compuesto.
Este parametro cinético resulta adecuado para comparar las actividades de diferentes
catalizadores frente a un mismo sustrato. Esto significa que entre mayor sea el valor del

cociente keat/Km mayor serd la eficiencia catalitica.

Dado el evidente comportamiento tipo de Michaelis-Menten al variar la
concentracion de 2-aminofenol, a concentracidn fija de los catalizadores, el siguiente paso
es obtener los pardmetros cinéticos para cada uno de los catalizadores mediante un
tratamiento de linealizacién de Lineweaver-Burk. Este consiste en graficar los valores 1/vo

vs. 1/S de la siguiente manera:

El valor inverso de la ordenada al origen nos proporciona el valor de velocidad
maxima (Vmax), mientras que a partir del valor de la pendiente del modelo lineal junto con
el valor de Vmax se puede calcular la constante de Michaelis-Menten. En las figuras 3.2.23,
3.2.24 y 3.2.25 se muestran los graficos con su correspondiente ajuste lineal con una R?

mayor a 0.9.
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El valor de la keat €s muy importante para calcular la eficiencia catalitica de los
catalizadores en el proceso oxidativo. Sin embargo, este pardmetro cinético no se puede
calcular mediante el modelo de Michaelis-Menten, pero se puede calcular de la siguiente

forma:

Vmax/ [Cat]0= Kcat
El valor de [Cat]o= 0.01Mm

Figura 3.2.23. Grafico Lineweaver-Burk 1/vo vs. 1/[OAP] utilizando [Cux(diep)(H20)4]* como catalizador.
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Figura 3.2.24. Grafico Lineweaver-Burk 1/vo vs. 1/[OAP] utilizando [Cuz(dimp)(H20)4]* como catalizador.

Figura 3.2.25. Grafico Lineweaver-Burk 1/vo vs. 1/[OAP] utilizando [Cu(miep)(H20)2]?*como catalizador.

Los parametros cinéticos que se obtienen de la reaccién oxidativa catalizada por los
complejos de Cu(ll) cuyo tercer diente es de naturaleza piridinica se observan en la

siguiente tabla 3.2.4.

Tabla 3.2.4. Pardmetros cinéticos obtenidos del acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol catalizada por los
complejos [Cux(dimp)(H20)4]*, [Cux(diep)(H20)4]*'y [Cu(miep)(H20): }**en MeOH a 25°C.

\' K k k /K
max M cat catt M
(Ms) (M) (s%) (s*™m)
i 4+ -8 -4 -3 39.6
[Cux(dimp)(H20)4] 2.657x10 | 0.67 x10 2.66 x10
. 4+ -8 -4 -3 19.3
[Cux(diep)(H20)4] 5.037x10 2.61 x10 5.037 x10
i 2+ -8 -4 -3 11
[Cu(miep)(H20):] 4x10 1.82 x10 2 x10

Al comparar los valores obtenidos de la constante de Michaelis-Menten (Kwv) se

encuentra que el complejo dinuclear de Cu(ll) con el ligante dimp presenta una mayor
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afinidad por el 2-aminofenol al observarse un menor valor con respecto al complejo
dinuclear con el ligante analogo “cerrado largo” diep. Esto significa que el complejo cuyo
tercer diente posee una cadena lateral corta es mas afin al sustrato. En el caso del complejo
mononuclear de Cu(ll) con el ligante miep se puede observar que es menos afin por el
sustrato en comparacion con su analogo dinuclear. El segundo catién metalico de Cu(ll)
mejora las caracteristicas electroaceptoras del catalizador hacia el sustrato, con base en el

estudio tedrico que se discutid en la seccion 1.2.4.

Por otra parte, el pardmetro cinético ket cuyo valor es proporcional a la velocidad
maxima (Vmax) se refiere a la capacidad del catalizador para llevar acabo la transformacién
de sustrato a producto. Los resultados de la tabla 3.2.4 muestran que el complejo
[Cux(diep)(H20)4]** presenta el mayor valor de keat, es decir realiza mas rapido la
transformacién del 2-aminofenol comparado con [Cux(dimp)(H20)4]* y desde luego con su
analogo mononuclear [Cu(miep)(H20),]?*. Una de las posibles explicaciones ante la
superioridad en la transformacion del 2-aminofenol que presenta el complejo
[Cux(diep)(H20)4]** probablemente sea en el paso del cambio geométrico de Cu(ll) a Cu(l) de
una geometria de pirdmide de base cuadrada a una tetraédrica distorsionada. Ya que los
ligantes con una cadena lateral mas larga presentan una mayor flexibilidad que favorece el

cambio geométrico en el proceso catalitico.

Finalmente, al comparar los valores de eficiencia catalitica (cociente de kcat/Km) se

observa el siguiente orden:
[Cuz(dimp)(H20)4]**> [Cuz(diep)(H20)4 ] *> [Cu(miep)(H20) J**

Esta tendencia es congruente con los estudios preliminares de la seccién 3.2.1, en
los que se obtiene un mayor rendimiento del proceso oxidativo cuando es catalizado por el
complejo dinuclear [Cus(dimp)(H20)4]*. Ademas, la tendencia descrita anteriormente es la
misma que se observa en los estudios de comportamiento cinético con respecto a la
variacion del catalizador. La explicaciéon de estos resultados se debe al mayor valor de
eficiencia catalitica en el proceso de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol que presenta

el complejo [Cuz(dimp)(H20)4]**. La superior actividad fenoxazinona sintasa se la podriamos

114



Capitulo 3. RESULTADOS Y DISCUSION

atribuir a la afinidad que tiene dicho catalizador por el sustrato y no a la capacidad que tiene
para llevar acabo la transformacion del sustrato a su respectivo producto. En cuanto al
complejo mononuclear [Cu(miep)(H20).]**, este presenta una menor eficiencia catalitica
que su andlogo dinuclear de Cu(ll), en aproximadamente la mitad. Con este resultado se
sigue recabando evidencia experimental de que la presencia del segundo catién metalico
presenta un efecto importante en la actividad catalitica de los complejos dinucleares, en

este caso en la actividad fenoxazinona sintasa.

Al comparar la actividad catalitica de los complejos [Cuz(dimp)(H20)4*,
[Cusx(diep)(H20)4]** y [Cu(miep)(H20); J?* con la actividad catalitica de distintos modelos de
Co (I1) y (111), Mn (l1) y (ll1) e incluso de Cu(ll) descritos en la literatura (seccién 1.3.2.2), se
observa que nuestros catalizadores presentan una superior actividad fenoxazinona sintasa
gue la mayoria de estos modelos. La importante actividad fenoxazinona sintasa de nuestros
complejos se lo podemos atribuir a los valores menores de la constante de Michaelis-
Menten, es decir a la afinidad del sustrato por nuestros catalizadores de Cu(ll); estos valores
al compararlos con la mayoria de los modelos descritos en la literatura resultan ser los

mejores valores.

Por otro lado, la reaccion de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol catalizada por
los complejos [Cuz(dihe)(H20)4]**, [Cuz(dihp)(H20)4]** y [Cu(mihe)(H20)2]?* no presentan el

mismo comportamiento cinético tipo Michaelis- Menten observado en los casos anteriores.

En las figuras 3.2.26, 3.2.27 y 3.2.28 se encuentran los graficos de velocidad inicial
vs. [OAP] en los que se pueden observar distintos comportamientos: por un lado, en los tres
casos se puede observar una dependencia lineal de la velocidad inicial a bajas
concentraciones de sustrato hasta alcanzar una velocidad maxima, pero por otro lado
conforme aumenta la concentracién de sustrato se observa un decremento en la velocidad
inicial hasta llegar a un punto donde se mantiene constante. Lo que significa que a elevadas
concentraciones de 2-aminofenol, este se comporta como un inhibidor del proceso
oxidativo. Este tipo de comportamiento cinético sugiere que la reaccién catalitica presenta

una inhibicion enzimatica del tipo por exceso de sustrato.
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Los maximos que se observan en los graficos estan en distintos valores de [OAP]: la
velocidad méaxima para el complejo [Cuz(dihe)(H20)4]** se alcanza a 0.5 mM, mientras que
el complejo dinuclear [Cux(dihp)(H20)4]* se alcanza en 0.2 mM y por dltimo para el
complejo mononuclear [Cu(mihe)(H20),J?* se alcanza en 1 mM. Otra de las observaciones
que se puede notar en los graficos donde los complejos dinucleares de Cu(ll) son los
catalizadores, es que a partir de 4 mM la velocidad inicial comienza a ser constante, mientras
que para el complejo mononuclear de Cu(ll) esto sucede a partir de 2mM; esto indica que
las reacciones cataliticas no se inhiben por completo. Para explicar esto puede proponerse

la transformacion del catalizador en una nueva especie menos activa cataliticamente.

Figura 3.2.26. Grdfico de v, vs. [OAP] en el que se observa una inhibicion por exceso de sustrato utilizando

como catalizador [Cux(dihe)(H20)4]*.
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4+

Figura
3.2.27. Grdfico de vo vs. [OAP] en el que se observa una inhibicion por exceso de sustrato utilizando como

catalizador [Cux(dihp)(H20)4]*.

Figura 3.2.28. Grdfico de vo vs. [OAP] en que se observa una inhibicion por exceso de sustrato utilizando

como catalizador [Cuz(mihe)(H20)2]?*.
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La inhibicién por exceso de sustrato es un tipo de inhibicion reversible y una de las
desviaciones mdas comunes de la cinética tipo Michaelis-Menten. Tal como su nombre lo
dice este tipo de inhibicidén es causada por exceso de sustrato que produce una disminucion
en la velocidad de reaccion debido a la formacién de un segundo intermediario sustrato-
enzima “no reactivo”. Cuando sucede este fendmeno, se observa experimentalmente que
la velocidad de reaccidn pasa por un maximo al iraumentando la concentracidn de sustrato,
lo que se puede observar en las figuras 3.2.26, 3.2.27 y 3.2.28. Un mecanismo que puede

explicar este comportamiento es el siguiente’®:

ki
S+E =~ ES

K.1
k3

ES+S ESS

K3
ko

Es — P +E

La inhibicién por exceso de sustrato ocurre cuando dos moléculas de sustrato se
unen al sitio activo de la enzima al mismo tiempo. Siempre que las moléculas de sustrato
estén unidas al sitio activo, la enzima es efectivamente inactiva y, por lo tanto, se inhibe.
Para que este proceso sea favorable, la segunda molécula de sustrato debe de acercarse al
sitio activo rapidamente; de lo contrario la primera molécula de sustrato alcanzaria
rapidamente la colocacién catalitica correcta. La colisiéon entre la enzima y el sustrato es
totalmente aleatoria y es probable que esto ocurra a una concentracion suficientemente
elevada de sustrato, ya que las frecuencias de colisiones aleatoria aumentarian, por lo que

la inhibicién solo se observa en presencia de sustratos en exceso’’.

Existe un estudio cinético realizado por Olmazu et al 73 en el que observan el mismo
comportamiento cinético de inhibicién por exceso de sustrato (figura 3.2.29) en la reaccion
de acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol catalizado por CuCl; en medio acuoso.
Mediante estudios tedricos cinéticos proponen que la especie que pueda inhibir la reaccién
oxidativa es el complejo bis(2-aminofenolato) cobre (ll); este complejo neutro es aislado y

caracterizado mediante espectroscopia vibracional.
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Figura 3.2.29. Grafico de velocidad inicial vs. Concentracion de OAP a diferentes concentraciones de CuCl2,
en el que se observa una inhibicion por exceso de sustrato®.

Existen reportes de o-aminofenoles sustituidos e impedidos estéricamente
(esquema 3.2.4) que se coordinan al cation metalico de Cu(ll). En estos casos, los
sustituyentes no permiten que se lleve acaba la dimerizacién del compuesto, ya que se
quedan enlazados al centro metalico. En los complejos obtenidos, el ligante se encuentra
en su forma monodesprotonada, y presenta una geometria cuadrada plana como se puede

observar en la esquema 3.2.478

R
|
OH  Cu(CHC00),"H,0 / EtOH H,0 O NH
> Cu’
,\llH agitacion, 1.5 h, argon ,\IIH’ \O
R R

Esquema 3.2.4. Sintesis de complejos entre Cu(ll) y o-aminofenoles sustituidos (R=H o fenil).

Una de las posibles explicaciones para este comportamiento cinético de la inhibicidn
por exceso de sustrato en nuestros catalizadores, es con base en la estabilidad relativa de

los complejos dinucleares y mononucleares de Cu (Il); cuyo valor depende del tercer diente.
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En la tabla 3.2.5 solo se muestran las constantes de estabilidad global de los complejos

dinucleares de Cu(ll).

Tabla 3.2.5. Constantes de formacion global de los complejos dinucleares de Cu(ll)

[Cuz(dihe)(H20)a]* [Cuz(dihp)(H20)4]* [Cuz(diep)(H20)a]* [Cuz(dimp)(H20)4]*

Log B 10.82 9.91 19.07 18.63

Los complejos dinucleares de Cu(ll) con los ligantes diep y dimp tienen un tercer
diente de naturaleza piridinica que se encuentra fuertemente enlazado al catiéon metalico
en comparacion con los complejos dinucleares de Cu(ll) con los ligantes dihe y dihp. Esta
unién entre el grupo piridinico con el cation metalico Cu(ll) sobre la base de la piramide
cuadrada del sitio de coordinacion, no puede ser remplazado por el aniéon de 2-
aminofenolato, entonces este se coordina de manera monodentada Unicamente por el
hidroxilato en la Unica posicion disponible (ocupada por una molécula de disolvente) en la
base de la piramide. Sin embargo, con los complejos de Cu(ll) cuyo tercer diente es un grupo
-OH que se encuentra débilmente unido al centro metalico sobre la base de la piramide
cuadrada del sitio de coordinacién, es posible que el aminofenolato se quelate sobre el
plano de la pirdmide desplazando al grupo -OH del ligante para formar un nuevo complejo
gue provoque la inhibicion del proceso oxidativo. Esta prueba de inhibicién puede dar un
indicio de la excelente afinidad del sustrato por el catalizador. Las estructuras propuestas
para los complejos de Cu(ll) capaces de inhibir la reacciéon de acoplamiento oxidativo se
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muestran en la figura 3.2.30. A pesar de que no se cuente con la informacién acerca de las
constantes de formacién global de los complejos mononucleares de Cu(ll) con miep y mihe,
sus comportamientos cinéticos con respecto a la variacién de la concentracion del sustrato

siguen la misma tendencia descrita anteriormente.

Figura 3.2.30. Propuestas de la coordinacion del o-aminofenolato a los complejos de cobre; cuyo tercer

diente es un grupo -OH

Finalmente, con base en los valores de constantes de formacion global de los
complejos [Cuz(dihe)(H20)4]* vy [Cua(dihp)(H20)4]* se puede explicar los diferentes
maximos o velocidades maximas que se observan en sus respectivos graficos de V, vs. [OAP].
En el caso del complejo [Cux(dihp)(H20)4]** se observa que el maximo se encuentra en 0.2
mM, lo que significa que la inhibicion de este catalizador es mucho mas facil que la inhibiciéon
que presenta el complejo anédlogo de cadena lateral corta [Cuz(dihe)(H20)4]**; cuyo méximo
o velocidad méxima se observa en 0.5 mM. El tercer diente del complejo [Cuz(dihp)(H20)4]*

forma un anillo quelato de 6 miembros con el centro metalico, el cual seria facilmente
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sustituible por un 2-aminofenolato que forma un quelato mas estable, ademas de que este

tercer diente en la disoluciéon metandlico se encuentra débilmente unido al centro metalico.

No se cuenta con parametros cinéticos para comparar la actividad fenoxazinona
sintasa de estos tres complejos bioinspirados de Cu(ll): [Cuz(dihe)(H20)4]*,
[Cux(dihp)(H20)4]** y [Cu(mihe)(H20);]** aunque presenten un comportamiento similar,
porque no presentan un comportamiento Michaelis-Menten. Sin embargo, con los
resultados del comportamiento cinético con respecto a la variacidén de concentracién del
sustrato del complejo mononuclear [Cu(mihe)(H20),]?* se puede observar que en ningun
momento las velocidades iniciales de la gréfica v, vs. [OAP] superan las velocidades iniciales
de la gréfica v, vs. [OAP] de su andlogo dinuclear. Esto constituye otra evidencia de que la
actividad catalitica de los complejos mononucleares de Cu(ll) en este caso con el ligante

mihe es mucho menor que la actividad catalitica de su andlogo dinuclear [Cuz(dihe)(H20)4]**.
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Capitulo 4

CONCLUSIONES

Los complejos bioinspirados de Cu(ll) estudiados en el presente trabajo son capaces de
catalizar las reacciones de acoplamiento oxidativo de fenoles sustituidos en presencia de

oxigeno molecular proveniente del aire.

- La actividad catalitica de los complejos de Cu(ll) en la reaccién de polimerizacion del
DMP depende de la caracteristicas estructurales y electronicas de cada ligante,
causando diferencias apreciables entre el rendimiento de la reaccién oxidativa y la

longitud de cadena del polimero obtenido:

a) Seencontré que al utilizar los complejos [Cuz(dimp)(H20)4]**y [Cuz(diep)(H20)4]**
formados por ligantes cuyo tercer grupo donador es un nitrégeno piridinico, se
obtienen mejores rendimientos. Sin embargo, los polimeros obtenidos en estos
casos poseen longitudes de cadena mas cortas. Por otro lado, al utilizar los
complejos [Cuz(dihe)(H20)4]*" y [Cuz(dihp)(H20)4]*, formados por ligantes cuyo
tercer grupo donador es hidroxilo, se obtienen polimeros de cadena mas larga

pero con mas bajos rendimientos.

b) Con los complejos dinucleares de ligantes denominados “cerrados cortos” dimp
y dihe se obtienen mayores longitudes de cadena de polimero; siendo el
complejo dinuclear con el ligante dihe el mdas adecuado para sintetizar un

polimero de mayor longitud de cadena, de 42 a 44 unidades.
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c) La presencia del segundo cation metalico en el complejo [Cuz(diep)(H20)4]**
influye en su actividad catalitica durante el proceso oxidativo, puesto que se
obtiene un mayor rendimiento y una mayor longitud de cadena del polimero que
su analogo mononuclear [Cu(miep)(H20)2]?*, mientras que la presencia del
segundo cation metdlico en el complejo [Cuz(dihe)(H20)4]* solo influye

Unicamente en la obtencién de un polimero de mayor longitud de cadena con

respecto a su analogo mononuclear [Cuz(mihe)(H20),]?*.

El acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol (actividad fenoxazinona sintasa)
catalizada por los complejos de Cu(ll) depende principalmente de las caracteristicas
electrénicas y estructurales de los ligantes derivados de imidazol, causando notables

diferencia en los estudios cinéticos:

a) Los mejores rendimientos después de 24hrs para la reaccion de acoplamiento
oxidativo del 2-aminofenol se obtuvieron con [Cuz(dimp)(H20)4]*'y
[Cuz(dihe)(H20)4]**. Sin embargo, los estudios cinéticos demuestran que estos

dos catalizadores no presentan el mismo comportamiento.

b) Los complejos [Cuz(dimp)(H20)a]*, [Cuz(dimp)(H20)4]** y [Cuz(miep)(H20)2]**
presentan un comportamiento cinético tipo Michaelis-Menten al variar la
concentracidn del sustrato de, mientras que los complejos [Cuz(dihe)(H20)4]** ,
[Cuz(dihp)(H20)4]*" y [Cuz(mihe)(H20).]?* presentan una inhibicién del tipo por
exceso de sustrato. La explicacion para entender estas diferencias se basa en la
estabilidad relativa de los complejos dinucleares y mononucleares de Cu (ll),

cuyo valor depende del tercer grupo donador del ligante.
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La actividad fenoxazinona sintasa de los complejos [Cuz(dimp)(H20)4]*,
[Cuz(dimp)(H20)4]* y [Cuz(miep)(H20).]?*, con base en los valores de eficiencia
catalitica calculados a partir de los pardametros cinéticos ket y Km, resultan ser
muy superiores a la actividad fenoxazinona sintasa de muchos modelos descritos
en la literatura. Las buenas eficiencias cataliticas que presentan estos complejos

pueden asociarse con la buena afinidad del sustrato por los catalizadores.

Los complejos mononucleares de Cu(ll) presentan actividades fenoxazinona
sintasa muy inferiores a las de sus respectivos analogos dinucleares. Estos
resultados son otra evidencia mas de que la presencia del segundo catién

metalico influye en la actividad catalitica de los complejos dinucleares de Cu(ll).
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Capitulo 5

SECCION EXPERIMENTAL

5.1 Equipos y reactivos

5.1.1 Reactivos y disolventes

En la sintesis y estudio de los compuestos obtenidos se utilizaron los siguientes reactivos y

disolventes:

2-metilimidazol, 99% (Aldrich)
2-etil-4-metilimidazol, 95% (Aldrich)
Etanolamina, >99.5% (Aldrich)
3-Aminpropanol, 99% (Aldrich)
2-aminometil-piridina, 99% (Aldrich)
2-(2-aminoetil)-piridina, 99% (Aldrich)
2-(metilamino)etanol, 97%, Aldrich
2-(2-metilaminoetil)-piridina, 97%, Aldrich
Formaldehido 37.5% (Mallinckrodt)
Trietilamina, >99.5% (Sigma-Aldrich)
Perclorato de cobre (ll) hexahidratado [Cu(ClOa)2*6H,0] 98% (Sigma-Aldrich)

2, 6-Dimetilfenol, 99% (Aldrich)
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2-aminofenol 99% (Aldrich)

EDTA, 99% (JT Baker)

Oxido de Mercurio (Il) HgO

Acetonitrilo grado reactivo 99.9% (JT Baker)

Cloroformo grado reactivo 99.9% (JT Baker)

Metanol grado reactivo 99.9% (JT Baker)

Metanol grado espectrofotométrico 99.9% (Sigma-Aldrich)

Acetato de etilo 99.9% (JT Baker)

Agua Deuterada [D,0]

Acido clorhidrico deuterado [DCI] 35% en agua deuterada, 99.9% D.

Cloroformo deuterado [CDCls]

5.1.2 Equipos

Espectrofotdmetro. Agilet 8453.

UV-Visible Chemstation Sotfware.

Analisis elemental. AE (Perkin ElImer) 2400 para CHNS, USAI

Resonancia Magnética Nuclear, Unity INOVA 300MHz (Varian), USAI
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5.2 Sintesis de los ligantes dinucleantes y monucleantes.
5.2.1 Sintesis del ligante dihe.

Se disuelve 1.64 g (20 mmol) de 2-metilimidazol en aproximadamente 40 mL de agua
destilada. A esta disolucion se agrega lentamente, de forma simultanea, pero por separado,
4.87 mL (60 mmol) de formaldehido al 37% en agua y 1.2 ml (20 mmol) de etanolamina. La
mezcla de reaccion se lleva a pH basico adicionando (20 mmol) de trietilamina, la solucién
se calienta en un bafio de aceite a 60°C con agitacién continua. Se observa un precipitado
blanco después de 36 horas. El producto formado se filtra a vacio y se lava con dos porciones

de agua y solo una de acetona. Se obtiene 1.7g de producto con un rendimiento del 25%.

RMN-'H (D,O/HCI): & 3.86, 3.87, 3.88 (t, 4H, -CH,-), 3.48, 3.495, 3.5 (t, 4H, -CH,-),
2.49 (s, 8H, -CHy-), 4.4 (s, 6H, CH3)%.

Analisis elemental. Calculado para CisH30NeOs *2H,0 : C, 51.88; H, 8.16; N, 22.69.
Encontrado: C, 52.36; H, 8.09; N, 22.62.

5.2.2 Sintesis del ligante dihp.

Se disuelven 1.64 g (20 mmol) de 2-metilimidazol en aproximadamente 40 mL de agua
destilada. A esta disolucién se le anade lentamente, de forma simultdnea, pero por
separado, 4.87 ml (60mmol) de formaldehido al 37% en aguay 1.52 ml de 3-aminopropanol.
La mezcla de reaccidén se lleva a un pH basico adicionando (20 mmol) de trietilamina, la
solucidn se calienta en un bafio de aceite a 60°C con agitacion constante durante 72 horas.
El producto obtenido se filtra a vacio y se lava con dos porciones de metanol y solo una de

acetona. Se obtienen 1.6 g de producto con un rendimiento del 26%.

Andlisis elemental. Calculado para CisH3oNeO4°¥%:H,0: C, 58.20; H, 8.41; N, 22.62.
Encontrado para C, 58.09; H, 8.43; N, 22.35%3,

RMN-H (D,O/HC): 6 4.22 (s, 4H, -CHz-), 3.31, 3.33, 3.35 (t, 2H, -CHz-), 3.27 (t, 2H, -
CHa-), 2.27 (s, 3H, CHs), 1.73, 1.75, 1.77, 1.79, 1.82 (q, 2H, CH2).
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5.2.3 Sintesis del ligante dimp.

Se disuelve 9.85 g (120 mmol) de 2-metilimidazol en aproximadamente 50 mL de agua
destilada. A esta disolucion se agrega lentamente 21.5 mL (260 mmol) de formaldehido al
37% en aguay 13 ml (120 mmol) de 2-aminometil-piridina. La mezcla de reaccién se lleva a
pH basico adicionando 8.35 mL (60 mmol) de trietilamina, la disolucion se calienta en un
bafio de aceite a 60°C con agitacion continua. Después de 24 horas la mezcla de reaccion se

torna de color naranja.

A las 48 horas aparece un precipitado de color blanco. La mezcla de reaccién se deja
durante 24 horas mas. El producto formado se filtra a vacio y se lava con dos porciones de

agua y una de acetona.
La masa del producto es 3.3512 g que corresponde a un rendimiento del

RMN-1H (400 MHz, D0/HCl)= & 2.38 (s, 3H, -CHs), 3.5 (s, 4H, -CHz-diacezina), 4.26
(s, 2H, -CHz-0-piridina), 7.74 (td, 3)=8.0 Hz, 3)=6.0 Hz, *J=1.2 Hz, 1H, H-m-piridina), 7.86 (dd,
3)=8.0 Hz, %)= 0.8 Hz, 1H, H-m-piridina), 8.31 (td, 3J)= 8.0 Hz, 3)=6.0 Hz, *)=1.6, 1H, H-p-
piridina), 8.55 (dt, 3J= 6.0 Hz, *J=1.6 Hz,°)=0.8, 1H, H-o-piridina).

Anidlisis elemental. Calculado para CaaHsNg*4H,O: C, 57.58; H, 7.25; N, 22.38.
Encontrado: C, 58.18; H, 7.47; N, 22.80%.,

5.2.4 Sintesis del ligante diep.

Se disuelve 1.64 g (20 mmol) de 2-metilimidazol en aproximadamente 40 mL de agua
destilada. A esta disolucion se agrega lentamente 4.87 mL (60 mmol) de formaldehido al
37% en aguay 2.44 ml (20 mmol) de 2-(2-aminoetil)-piridina. La mezcla de reaccion se lleva
a pH basico adicionando (20 mmol) de trietilamina. La disolucidn se calienta en un bafio de
aceite a 60°C con agitacién continua. A las 24 horas se le aflade 2 mL de una solucién acuosa
de formaldehido al 37% a la mezcla de reaccion. Después de 48 horas cumplidas, el

producto formado se filtra a vacio y se lava con dos porciones de agua y una de acetona.
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La masa del producto es 0.975 g en un rendimiento del 14.6%

RMN-H (400 MHz, D2O/HCI)= 6 2.3 (s, 3H, -CHs), 3.4 (m, 8H, piridina-CH2-CHz-N),
4.26 (s, 2H, -CHz-0-piridina), 4.10 (s, 4H, -CH>-diacezina), 7.65 (td, 3J=8.0 Hz,3)=6.0 Hz,%)=1.2
Hz, 1H, H-m-piridina), 7.79 (dd, 3)=8.0 Hz, *J= 0.8 Hz, 1H, H-m-piridina), 8.25 (td, 3J= 8.0 Hz,
3)=6.0 Hz, %)=1.6, 1H, H-p-piridina), 8.4 (dt, 3J= 6.0 Hz, 4J=1.6 Hz, >J=0.8, 1H, H-o-piridina).

Andlisis elemental. Calculado para CzeHs32Ng*5H0: C, 57.12; H, 7.74; N, 20.5.
Encontrado: C, 57.72; H, 7.77; N, 20.42%2,

5.2.5 Sintesis del ligante mihe.

Se disuelve 4.4 g (40 mmol) de 2-etil-4-metilimidazol en aproximadamente 80 mL de agua
destilada. A esta disolucidn se agrega lentamente 4 mL (50 mmol) de formaldehido al 37%
en agua y 3.2 ml (40 mmol) de 2-(metilamino)etanol. La mezcla de reaccidén no lleva base,
puesto que la mezcla de reaccion se encuentra en condiciones suficientemente basicas para
gue se lleve a cabo la reaccidn. La disolucidn se calienta en un bafio de aceite a 60°C con
agitacién continua durante varios dias. El producto formado se seca con calentamiento y a

vacio. El producto resultante es un aceite viscoso amarillento.

Andlisis elemental. Calculado para CioH19N303°2H,0: C, 51.48; H, 9.94; N, 18.01.
Encontrado para C, 53.41; H, 9.00; N, 18.12.

RMN-H (D,0/HCI): & 1.17 (t,3)=7.56, 3H, imdazol-CHa-CHs), 2.20 (s, 2H, N(amina)-
CHs), 2.53 (S, 3H, CHs-imidazol), 2.81 (c, 3)=7.67,2H, imidazol-CH,-CH3,3H), 2.83 (S, 2H,
imidazol-CH2-N(amina)) , 3.51 (t,3J=5.35, 2H, N(amina)-CH»-CH,), 3.61 (t,3)=5.33, 2H,
piridina-CH2-CH,),
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5.2.6 Sintesis del ligante miep.

Se disuelve 4.4 g (40 mmol) de 2-etil-4-metilimidazol en aproximadamente 80 mL de agua
destilada. A esta disolucion se agrega lentamente 4 mL (50 mmol) de formaldehido al 37%
en agua y 3.2 ml (40 mmol) de 2-(2-metilaminoetil)-piridina. La mezcla de reaccién se lleva
a pH basico adicionando (20 mmol) de trietilamina. La disolucién se calienta en un bafio de
aceite a 60-70°C con agitacidén continua durante 48 horas. El producto formado se seca con

calentamiento y a vacio. El producto resultante es un “aceite viscoso amarillento”.

Analisis elemental. Calculado para CisH22N4*2H;0: C, 61.20; H, 8.90; N, 19.03.
Encontrado para C, 61.78; H, 8.73; N, 19.29.

RMN-'H (D,O/HCl): 6 1.05 (t,3)=7.56, 3H, imdazol-CH,-CH3), 2.07 (s, 2H, N(amina)-
CHs,), 2.53 (c, 3)=7.67,2H, imidazol-CH,-CH3,3H), 2.59 (S, 3H, CHs-imidazol), 3.04 (t,3)=5.35,
2H, N(amina)-CH2-CH;), 3.73 (t,3)=5.33, 2H, OH-CH,-CH2), 1.73 (S, 2H, imidazol-CH,-
N(amina), 7.83 (td, 3J=8.0 Hz, 3)=6.0 Hz, #*J=1.2 Hz, 1H, H-m-piridina), 7.88 (dd, 3)=8.0 Hz, %)=
0.8 Hz, 1H, H-m-piridina), 8.42 (td, 3J= 8.0 Hz, 3J=6.0 Hz, #4J=1.6, 1H, H-p-piridina), 8.58 (dt,
3)= 6.0 Hz, 4)=1.6 Hz,°J=0.8, 1H, H-o-piridina).

5.3  Acoplamiento oxidativo del 2,6-dimetilfenol
5.3.1 Preparacion de los catalizadores en disolucion.

Para el caso de la reaccién de acoplamiento oxidativo del 2,6-dimetilfenol. Se preparan
disoluciones 5 x103 M de los complejos dinucleares de Cu(ll) en acetonitrilo. En el caso de

los complejos mononucleares de Cu(ll) la concentracidn es de 1x102 M en el mismo medio.

Se pesan 0.25 mmol de ligante en el caso de los dinucleantes: dimp, diep, dihe y dihp;
mientras que para los ligantes monucleantes mihe y miep se pesan 0.5 mmol. Por otro lado,
se disuelve 0.1850 g (0.5 mmol) de Cu(ClO4)2°6H,0 en aproximadamente 10 mL de

acetonitrilo; la disolucion resultante se afiade al ligante. Se agita la disolucién para
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solubilizar totalmente el ligante y se afora a 50 mL. Todas las disoluciones son de color verde
a excepcion de la disolucion con el ligante miep; la disolucién de este complejo es de color

azul. La tonalidad verdosa de los complejos varia dependiendo del ligante.

El espectro de UV-Vis de la disolucidn del complejo [Cux(dihp)(H20)4]* presenta una
Amax= 678 nm (=166 L mol™* cm™). En cuanto a la disolucién del complejo [Cuz(dihe)(H20)4]*
al instante en que es preparada esta disolucién hay que utilizarla, ya que en un lapso de 24
horas comienza a aparecer un sélido de color verde claro sefal de que esta precipitando
[Cuadihp] (ClOa4)a. El espectro de UV-Vis de la disolucidon de dicho complejo presenta una

Amax= 675 nm (=146 L mol* cm™).

El espectro de UV-Vis de la disolucién del complejo [Cuz(dimp)(H20)4]** presenta una
Amax= 623 nm (£=288 L mol* cm?) , mientras que el espectro de UV-Vis de la disolucién del

complejo [Cuz(diep)(H20)4]* presenta una Amax= 625 nm (=262 L mol* cm™?).

En el caso de los complejos mononucleares de Cu(ll). El espectro de UV-Vis de la
disolucién del complejo [Cu(miep)(H20).]?*presenta una Amax= 614 nm (=101 L mol* cm?)
mientras que el espectro de UV-Vis de Ila disoluciéon del complejo

[Cu(mihe)(H20).]?*presenta una Amax=657 nm (g= 82 L mol* cm™).
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5.3.2 Polimerizacidn del 2,6-dimetilfenol catalizado por los complejos bioinspirados de
Cu(l).

Se realizan 3 experimentos por cada catalizador. Los componentes se afiaden respetando

el siguiente orden: sustrato, disolvente (medio), base y catalizador. La base que se ocupa es

una disolucion 0.1 M de N, N, N-trietilamina en acetonitrilo.

En la tabla 5.3.1 se resumen las cantidades necesarias para llevar acabo las
reacciones cataliticas con la finalidad de tener una relacién 1:40 de [sustrato]: [catalizador]
y respetar la relaciéon 1:1 del medio acetonitrilo/agua. El agente oxidante es el O, del aire
que es inyectado continuamente mediante un sistema conformado por un matraz Kitasato
tapado con un corcho y una pipeta pasteur. El flujo de aire comienza cuando el sistema es

conectado al vacio.

Tabla 5.3.1. Cantidades de los reactivos por utilizar en las reacciones cataliticas.

Base Catalizador
Sustrato (DMP) | Acetonitrilo Agua 0.1M 5x103M (dinucleares) o
(g) (mL) (mL) (mL) 0.01 M (mononucleares)
(mL)
0.488 40 100 40 20

Cada reaccion montada se mantiene a una temperatura de 25°C y se sella
perfectamente para evitar la evaporacién del acetonitrilo durante las 24 horas que dura la
reaccidn catalitica. Los productos que se obtienen de las reacciones catalizadas por los
complejos dinucleares y mononucleares de Cu(ll) son sélidos verdes por lo tienen que ser
sometidos a un proceso de purificacidn; que consiste en disolver dicho sélido en
aproximadamente 5 mL de cloroformo para posteriormente realizar una filtracién por
gravedad retirando las impurezas en el producto de polimerizacién. Al filtrado obtenido se
le afaden aproximadamente 10 mL de metanoly 3 gotas de EDTA al 5% en agua. El producto
se filtra a vacio utilizando unos filtros especiales de membrana; cuyo tamano de porosos es
de 22 micrometros posteriormente se deja secar a vacio. Se obtiene el rendimiento de la

reaccion y el producto de polimerizacion se analiza por *H-RMN.
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5.3.3 Variacién de las condiciones de la reaccion de polimerizaciéon del 2,6-dimetilfenol

Todas las reacciones se hacen por triplicado en el sistema de inyeccidn de aire continto

sellado para evitar la evaporaciéon del acetonitrilo.
a) Variacion de la relacion [Sustrato]:[Catalizador]

Para la relacion 1:40 de [Sustrato]:[Catalizador] el procedimiento experimental se
encuentra descrito en la seccién 5.3.2. En el caso de la relacién 1:20 [Sustrato]:[Catalizador]
se modifican las cantidades de los reactivos para obtener dicha relacion
[Sustrato]:[Catalizador] y para mantener la relacion 1:1 del medio MeCN:H;0. En la

siguiente tabla 5.3.2 se puede observar el resumen de las cantidades de los reactivos.

Tabla 5.3.2. Cantidades de los reactivos por utilizar para las reacciones cataliticas 1:20

[Sus]:[Cat].
Sustrato Acetonitrilo Agua Base Catalizador
(DMP) (mL) (mL) 0.1M 5 x103M (dinucleares) o
(8) (mL) 0.01 M (mononucleares)
(mL)
0.244 100 60 20 20

De igual manera, cada reaccion montada se mantiene a una temperatura de 25°Cy
se sella perfectamente para evitar la evaporacion del acetonitrilo durante las 24 horas que
dura la reaccion catalitica. Los productos obtenidos se someten al proceso de purificaciéon
descrito anteriormente. Se determina el % de rendimiento de las reacciones de

polimerizacién y los productos se analizan mediante 'H-RMN.
b) Variacion de la temperatura

Para saber el efecto de la temperatura sobre las reacciones cataliticas se sigue el mismo
procedimiento de la seccidn 5.3.2 con la diferencia de que dichas reacciones cataliticas se
llevan a cabo a 35 y 45°C. Sin olvidar que cada experimento se realiza por triplicado
utilizando el sistema de inyeccidon de aire continuo, ademas de que los productos se

purifican y se analizan mediante *H-RMN.
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c) Variacién del medio MeCN/H.0

La variacion del medio de MeCN/H;O0 se realiza en las proporciones: 3:1 mas acetonitrilo y
1:3 mds agua, manteniendo la relacién 1:40 [Catalizador]:[Sustrato] y a 35°C cada una de
las reacciones cataliticas. En la siguiente tabla 5.3.3 se resume las cantidades de los

reactivos para cada una de las pruebas del medio de reaccién.

Tabla 5.3.3. Cantidades de los reactivos por utilizar para las reacciones cataliticas 1:20

[Sus]:[Cat].
Sustrato Acetonitrilo Agua Base Catalizador

(DMP) (mL) (mL) 0.1M 5 x103M (dinucleares) o
(8) (mL) 0.01 M (mononucleares)

(mL)

0.488 90 50 40 20

20 de una
0.488 10 150 disolucion 20
0.2M

Cada experimento se realiza por triplicado utilizando el sistema de inyeccién de aire
continuo, ademads los productos obtenidos se someten al proceso de purificacién descrito

anteriormente, ademas de que los productos se analizan mediante *H-RMN.

5.4  Acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol
5.4.1 Estudios preliminares

Los primeros estudios de acoplamiento oxidativo de 2-aminofenol para producir la 2-amino-
3H-fenoxazin-3-ona consisten en demostrar mediante espectrofotometria UV-Vis que los
complejos bioinspirados de Cu(ll) son capaces de catalizar este proceso oxidativo; para ello
se sigue el crecimiento de la banda en Anax=430 nm que corresponde a la absorcién del
cromoéforo de fenoxazinona. El coeficiente de absortividad molar del croméforo de la
fenoxazinona se determind mediante una curva patrén en metanol obteniéndose un valor

de 18 343 M1cm™a 430 nm.
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Todos los experimentos se llevaron de la misma manera; disolviendo 0.0109 g de 2-
aminofenol en 99 ml de metanol grado espectrofotométrico dentro del sistema de
inyeccion continuo de aire, posteriormente se adiciona 1mL de una disolucion 0.001 M del
complejo dinuclear de Cu(ll) en metanol, mientras que los experimentos con los complejos
mononucleares de Cu(ll) se aflade un 1mL de una disolucion de 0.002 M en metanol. De
estas mezclas, rapidamente se toma una alicuota de aproximadamente 3 mL para colocarla
en una celda de 1cm de paso dptico e iniciar el andlisis espectrofotométrico UV-Vis.
Inmediatamente después de la adicién de la mezcla de reaccidn se adquieren los espectros
UV-Vis cada 5 min durante 60 min. El blanco para la técnica espectrofotométrica es

Unicamente metanol.

El resto de la mezcla que se encuentra en el sistema de inyeccidn de aire se conecta
al vacio para suministrarle dicho gas y dejarla durante 24 horas a 25°C con agitacion
constante. Después de las 24 hrs, se toma un alicuota de 1 mL y se afora a 10 ml para
adquirir el espectro UV-Vis; asi obtener el valor de absorbancia en Amax=430 nm vy calcular
la cantidad de producto de acoplamiento oxidativo mediante una curva de calibracién por

estandar externo.
5.4.2 Estudio cinético de la reaccion de acoplamiento del 2-aminofenol.

El estudio cinético se realiza mediante la técnica de stopped-flow. Las disoluciones de
partida se realizan en metanol grado espectrofotométrico a 25°C, condiciones que se
mantuvieron constantes durante todo el analisis cinético. De igual manera el blanco en
todos los experimentos es Unicamente metanol grado espectrofotométrico. Es importante
mencionar que el material necesario tanto la preparacién como el almacenamiento de la
disolucién de OAP, estuvo sumergido en una disolucién acuosa de EDTA 0.025M. Antes de
utilizar dicho material se enjuagé exhaustivamente con abundante agua destilada y metanol

para evitar impurezas.

Todos los experimentos se llevaron acabo de la misma manera; por un lado, en el
equipo de stopped-flow se coloca la solucién del sustrato y por otro lado la solucién del

catalizador. El mezclado de estas dos disoluciones se realiza mecanicamente.
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Inmediatamente del mezclado se inicia la obtencidon de la curva de A vs. T en Amax=430 nm

cada 0.5 s durante 100 s. Cada una de las mediciones se realizé 10 veces.
Para el estudio cinético de esta reaccidon oxidativa se divide en:
a) Comportamiento cinético al variar la concentracion de catalizador.

Para determinar la influencia de la concentracion del catalizador en la velocidad de

reaccion, se realizan mediciones manteniendo constante la concentracién de sustrato.

Se preparan 5 disoluciones con volumen final de 10 mL de distintas concentraciones de los
complejos bioinspirados de Cu(ll) a partir de disoluciones stock de 0.2Mm para el caso de
los complejos dinucleares y 0.4 M para el caso de los complejos mononucleares. Ademas,
se prepara por cada estudio de catalizador una disolucién stock de 8Mm del sustrato. La

siguiente tabla 5 muestra las concentraciones de cada reactivo para este estudio.
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Tabla 5.4.1. Tabla de concentraciones de reactivos para los complejos dinucleares para el estudio cinético.

[CuzL]disolucion | [Cuzllcelda [OAP] celda
(mM) (mM) (mM)
0.02 0.01
0.04 0.02
0.06 0.03 04
0.08 0.04

0.1 0.05

Tabla 5.4.2. Tabla de concentraciones de reactivos para los complejos mononucleares para el estudio
cinético.

[CuL]disolucién [Cul]celda [OAP] celda
(mM) (mM) (mM)
0.04 0.02
0.08 0.04
0.12 0.06 0.4
0.16 0.08

0.2 0.1

De las graficas de la absorcidn a 430nm en funcién del tiempo, se determinaron las
velocidades iniciales obtenidas por la pendiente, mediante un ajuste matematico no lineal,
en unidades de AA/s. Estos datos se convirtieron a unidades de concentracion de APX
producida por medio del valor de coeficiente de absortividad molar de este croméforo en

metanol con la finalidad de construir los graficos de v, vs. [catalizador].
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b) Comportamiento cinético al variar la concentracién del sustrato

El efecto de la concentracién del sustrato sobre la velocidad de reaccidn se determina para
todos los complejos bioinspirados de Cu(ll) manteniendo la concentracion de catalizador
constante; para el caso de los complejos dinucleares de Cu(ll) es de 0.02mM en 25mlL,
mientras que los complejos mononucleares de Cu(ll) es de 0.04mM en 25mL. En todos los
casos las disoluciones se realizan en metanol. Se preparan 11 disoluciones a distintas
concentraciones en un volumen final de 10 ml de OAP en un intervalo de 0.1 mM a 6 mM,
en metanol para todos los casos. Para las distintas disoluciones se prepararon dos
diferentes disoluciones stock. Para estudiar el intervalo de 0.1 a 1 Mm se prepard una
disolucion de 2mM, mientras que para el estudio del intervalo de 1 a 6 mM se preparé una
disolucién stock de 20mM. En la siguiente tabla se resume las concentraciones utilizadas en

este estudio.

Tabla 5.4.3. Tabla de concentraciones de reactivos para los complejos mononucleares y dinucleares para el
estudio cinético.

[Cuzl]ceida= 0.01Mm [CuL]celda= 0.02mM
[OAP]disolucion [OAP]celda Relacion [OAP]disolucién [OAP]celda Relacion
(mM) (mM) CuyL: OAP (mM) (mM) CulL: OAP
0.2 0.1 1:10 0.2 0.1 1.5

0.4 0.2 1:20 0.4 0.2 1:10

0.8 0.4 1:40 0.8 0.4 1:20

1.2 0.6 1:60 1.2 0.6 1:30

1.6 0.8 1:80 1.6 0.8 1:40

2 1 1:100 2 1 1:50

4 2 1:200 4 2 1:100

6 3 1:300 6 3 1:150

8 4 1:400 8 4 1:200

10 5 1:500 10 5 1:250

12 6 1:600 12 6 1:300
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De las graficas de la absorcion a 430nm en funcién del tiempo, se determinaron las
velocidades iniciales obtenidas por la pendiente, mediante un ajuste matematico no lineal,
en unidades de AA/s. Estos datos se convirtieron a unidades de concentraciéon de APX
producida por medio del valor de coeficiente de absortividad molar de este cromdforo en

metanol con la finalidad de construir los graficos de v, vs. [OAP].
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