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Resumen

El cobre es el tercer metal del bloque d mas abundante en los sistemas vivos, dicho
cation metalico se encuentra coordinado a residuos imidazdlicos de histidina, por lo
gue la mayoria de los sistemas modelo que se han propuesto contienen ligantes de
naturaleza heteroaromatica.

En este trabajo se sintetizaron y caracterizaron dos ligantes tridentados que
contienen un grupo imidazol, un grupo piridinico y una amina terciaria; dichos
ligantes se utilizaron para la sintesis de complejos bioinspirados de cobre (ll), los
cuales se caracterizaron en estado solido mediante técnicas convencionales.
Ademas, se determinaron los valores de pKa de uno de los ligantes y las constantes
de formacion e hidrélisis del complejo correspondiente.

Finalmente, se evaluo la actividad Fenoxazinona sintasa de ambos complejos frente
a la reaccion de acoplamiento oxidativo del o-aminofenol a distintos valores de pH
empleando el modelo de Michaelis-Menten, elucidando que la estructura y los

equilibrios en disolucion presentan un papel importante en su actividad catalitica.



1. Marco teoérico

1.1. Quimica de coordinacidon del cobre

El cobre es uno de los elementos mas abundantes de la tierra, su abundancia
relativa en la corteza terrestre es del 0.0055% y puede presentarse como 6xidos,
sulfuros y carbonatos.! Su extraccion se realiza mediante procesos de reduccion y
purificacion via métodos electroquimicos.

Se posiciona en el grupo 11, periodo 4 y su configuracion electrénica es [Ar]
3d'%4s?, es un tipico elemento de transicion y puede presentar distintos estados de
oxidacién; estos iones pueden formar facilmente complejos, dando lugar a una gran
variedad de compuestos de coordinacion.? Este elemento, junto con la platay el oro,
forma la familia “del cobre”.

Los estados de oxidacion de cobre van desde (0) hasta (IV), siendo los mas
comunes (1) y (Il). Los compuestos en los que el estado de oxidacion es (0) y (IV)
son muy poco frecuentes, al igual que el estado de oxidacion (lll), aunque de este
ultimo existen reportes de su participacion en algunos procesos bioldgicos.3#

El Cu(ll) es el mas estable en condiciones normales (medio acuoso,
presencia de Oz, etc.), dando paso a compuestos simples y de coordinacion,
mientras que la quimica de Cu(l) es menos extensa, oxidandose facilmente a
Cu(ll).?

1.1.1.Quimica del cobre (I)

Los compuestos de Cu(l) acttan como acidos blandos de acuerdo con la teoria de
Pearson ABDB?>; en general, el cobre (I) puede formar diversos compuestos de
coordinacion con los haluros predominando los iones ClI-, Br y I'. Ademas, para Cu(l)
existen también una amplia variedad de compuestos con ligantes que contienen P
y/o S como atomos donadores.

La estabilidad relativa de Cu(l) en disolucién acuosa se explica mediante los
siguientes valores de potencial estandar de reduccion y planteando la

correspondiente escala de potencial:



H* /. Cu® Cu’ \
I : | ~E(V
0 KDJEBE 0.5072 /

Hz cu* Ccu®

CU*ac) + € = Cu° E° =0.5072 V vs. ENH
Cu%*@ + e =Cu* E°=0.1682V vs. ENH

De acuerdo con dicha escala, se presenta la reaccion de dismutacion de Cu(l)
en agua asi como su correspondiente valor de Kais:
2+
CU*(ag + CU*(ac) = CUC + Cu?* E°=0.336 V Kais —=10%°
[Cu’]

Por tanto, en disolucibn acuosa Unicamente pueden existir minimas

cantidades de Cu* libre, debido a su tendencia a dismutar a Cu?* y Cu°. Sin
embargo, esta estabilidad puede modificarse al estar presentes distintos ligantes
gue den lugar a complejos de Cu(l) mas estables. Un ejemplo, el caso del
acetonitrilo, cuyas moléculas solvatan muy facilmente al Cu(l) estabilizdndolo asi
con respecto al Cu(ll), que se vuelve mas oxidante que en agua.® #°

Los complejos de Cu(l) son diamagnéticos y, debido a que no existen
transiciones d-d, son en su mayoria incoloros; sin embargo, debido a los ligantes,
pueden presentar colores a causa de bandas de transferencia de carga.

En estos compuestos, generalmente predomina el nimero de coordinacion
4, siendo la geometria tetraédrica la mas comuin®28, Los nimeros de coordinacion 2
y 3, correspondientes a la geometria lineal y trigonal plana respectivamente,

también son posibles®1°, aunque su frecuencia es mucho menor.

1.1.2. Quimica del cobre (Il
El estado de oxidacién Il es el mas estable y comin de este elemento.

Generalmente, los compuestos de Cu(ll) son paramagnéticos y son de color azul o
verde!l, también pueden presentar color rojo o marrén debido fundamentalmente a

bandas de transferencia de carga en su espectro visible.



Al igual que la mayoria de los cationes metalicos divalentes de la primera
serie de transicion, el Cu(ll) forma facilmente complejos con una gran variedad de
ligantes, predominando los nimeros de coordinacion 4, 5y 6. Sin embargo, estos
complejos presentan mudltiples distorsiones con respecto a las geometrias
regulares.>'? Esto se debe a que su estereoquimica esta fuertemente influenciada
por la distorsion de Jahn-Teller, que se define como una distorsion geométrica de
un sistema molecular no lineal que reduce la simetria y energia del sistema.'?
Existen dos tipos de distorsibn en una geometria octaédrica: la elongacion y la
compresion.

Para explicar la distorsion de elongacion, consideremos un complejo
octaédrico MLe al cual, los dos ligantes sobre el eje z se han alejado con respecto
al metal central. Al hacerlo, han reducido la interaccion con los orbitales d del metal
que tienen una componente en z, o0 sea, d,2, dxz y dy.. Como resultado, estos
orbitales se estabilizan. Por otro lado, los orbitales que carecen de componente en

z, que son d,2_ 2 Yy dxy,'*> aumentaran en energia de acuerdo con la figura 1.1.2.1.

L
L
L, | WL L, | ot
M. —_— N\
Ag | v L/ L
L
A L
de_yZ
e d22 dxz_yz ’—___,-"--
___________ . dp
S e P FA
d,y
tgg de dxz dyz ____________ B
5““—‘*—_‘_ dy, dy;

Fig. 1.1.2.1. llustracidn de la distorsion de elongacion de un complejo octaédrico.
Para el caso de la distorsiébn de compresion, consideremos nuevamente un

complejo octaédrico MLs, al cual, los cuatro ligantes sobre los ejes x e y se han



alejado con respecto al metal central. Al hacerlo, han reducido la interaccién con los

orbitales d del metal que tienen componentes directamente en x ey, 0 sea, d,2_ > Yy

dxy. Como resultado, estos orbitales se estabilizan. Por otro lado, los orbitales que

carecen de componente directamente en x e y , que son d,z, dyz y dx** aumentaran

en energia de acuerdo con la figura 1.1.2.2.

Fig. 1.1.2.2. llustracion de la distorsion de compresidn de un compuesto octaédrico.
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El efecto Jahn-Teller se manifiesta de acuerdo a la configuracion electronica

y las propiedades magnéticas (alto o bajo espin) que los complejos metalicos

presenten, de acuerdo a la tabla 1.1.2.1.

Tabla 1.1.2.1. Presencia del efecto Jahn-Teller en compuestos octaédricos de acuerdo a su

configuracién electrénica y sus propiedades magnéticas (alto o bajo espin).

Dicho efecto no predice el tipo de distorsidn que se presentara, solo indica

gue el centro de simetria se conserva.

dr 1 2 3 4 6 8 9 10
Prop. Magnéticas
AS | BS | AS BS | AS BS | AS | BS
(AS/BS)
Efecto Jahn-Teller Si Si No Si Si No Si Si No Si Si No Si No




Las geometrias mas comunmente observadas en los complejos de Cu(ll)
hexacoordinados son: la octaédrica con elongacién tetragonal'#*® o rémbical®'’. En
el caso de los complejos con numero de coordinacién 5, predomina la geometria de
pirAmide de base cuadrada con elongacién tetragonal unida a una distorsién trigonal
en el plano base de la piramide asi como la geometria bipirAmide trigonal,
frecuentemente distorsionada hacia una pirdmide de base cuadrada.!8-2°

Por ultimo, la geometria asociada a un numero de coordinacion 4 suele ser
tetraédrica comprimida??? o bien plano cuadrada?®?4, pudiendo en este Ultimo caso

presentar una pequefia distorsion tetraédrica.

1.1.3. Hidroélisis del cobre

Bronsted estudio cuantitativamente los equilibrios acido-base en solucién acuosa y
formuldé la hipotesis de que los iones metélicos con estado de oxidacion
relativamente elevado, participan en una serie de reacciones de hidrélisis
consecutivas, por ejemplo:
[Al(H20)6]3* = [Al(H20)sOH]?* + H*

[Al(H20)50H]?* = [Al(H20)4(OH)2]* + H*

[Al(H20)4(0OH)2]* = [Al(H20)3(OH)s] + H*

[Al(H20)3(0OH)3] = [Al(H20)2(OH)4] + H*

Hoy en dia no existe la menor duda de que las soluciones fuertemente acidas
contienen iones mondémeros hidratados tales como el [Al(H20)s]** y que en el caso
de iones centrales anfoteros, en solucion fuertemente alcalina, los aniones son
mondmeros tales como el [Sn(OH)s]?.2°

La acidez de los cationes metdlicos se interpreta de forma mas general en
términos de acidez de Lewis. La disolucion de un soluto en un disolvente tiene
como fuerza motriz las interacciones estabilizantes que se establecen entre las
moléculas o iones del soluto y las moléculas del disolvente. EI cambio producido
cuando el agua se combina con otra sustancia, sin que los enlaces del agua
experimenten ruptura, se denomina reaccion de hidratacion. Por otro lado, el

cambio producido cuando en una reaccién con agua se rompe un enlace



hidrégeno-oxigeno se le denomina hidrolisis. Los hidratos frecuentemente
experimentan reacciones de hidrélisis de acuerdo al siguiente equilibrio: 2°
[M(H20)n)** = [M(H20)n-m(OH)m]*™ + m H*
A continuacion, se muestra un diagrama de fraccién molar distributiva para los
hidroxocomplejos de Cu(ll) en funcién del pH; estos diagramas resultan de gran

importancia para el estudio del predominio de especies en disolucion.
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Fig. 1.1.3.1. Diagrama de fraccion molar distributiva en funcién del pH para el sistema

Cu?*/[Cu(OH)]*/[Cu(OH)2]/[Cu(OH)z] /[Cu(OH)4]*.

1.2. Cobre en sistemas bioldgicos

El cobre es un elemento esencial presente en diversos sistemas vivos y fundamental
para la existencia de los mismos. En el caso particular de los seres humanos, el
cobre se encuentra en cantidades menores que el hierro o el cinc. Sin embargo,

este elemento es parte importante de diversas enzimas redox, esenciales para el

14



desarrollo normal de varias funciones fisiolégicas como la respiracion celular,

defensa frente a toxicidad de los radicales libres, sintesis de pigmento de melanina,

biosintesis del tejido conjuntivo y metabolismo del hierro.?’

Aunque el numero de proteinas en donde el cobre participa como cofactor no

es muy grande, las funciones que realizan estas enzimas resultan ser cruciales para

la supervivencia de organismos vivos; algunas de estas se presentan en la tabla

1.2.1.

Tabla 1.2.1. Funciones bioldgicas de las metaloproteinas de cobre.?”28

Funcidn Proteina de cobre Reaccidn Masa molecular [kDa]
Transporte de O, Hemocianina - 500 - 9,000
Transferencia electrénica Proteinas azules de cobre - 10-20
Dopamina B-monooxigenasa 290
Oxigenasas Tirosinasa - 42
Quercetinasa 110
Lacasa 60 — 140
Oxidasas azules Ascorbato oxidasa 0, > 2H,0 145
Ceruloplasmina 130
Galactosa oxidasa 68
Oxidasas no azules 0, - H,0,
Amino oxidasa 160 — 200
Oxidasa terminal Citocromo c oxidasa 0, > 2H,0 170
Dismutacion de Oy Cu,Zn-superdxido dismutasa 20; > 0, +H,0, 32
Reduccidn de nitrito Nitrito reductasa de cobre - 75-120

10



1.2.1. Enzimas de cobre y su actividad catalitica

En las proteinas de cobre, el ion metalico se encuentra unido a cadenas
polipeptidicas. Estas proteinas se han clasificado en tres grandes grupos de los
cuales destacan las caracteristicas espectroscopicas de los centros de Cu(ll), que
dan paso a la elucidacion del entorno quimico del cation metalico dentro del sitio
activo de la proteina.?”?8 A continuacién se presenta una explicacion breve de cada

una de estas clasificaciones:

e Centros de cobre Tipo | (T1Cu): las enzimas de cobre tipo | son proteinas
relativamente pequefas, con masas moleculares de 10 a 20 kDa y contienen un
anico atomo de cobre en el sitio activo; su caracteristica principal es su color azul
intenso que, a diferencia del color palido del Cu" en solucién, presentan la
plastocianina y la azurina, por ejemplo. Estos colores intensos que presentan las
metaloproteinas de cobre se deben a las transiciones electrénicas permitidas por
simetria que dan paso a estos colores llamativos.?® Las sales de cobre, como por
ejemplo, el sulfato de cobre (ll) que resulta con un color azul en estado solido (el
cual se debe a las transiciones prohibidas entre orbitales d de la misma simetria)
tiene un coeficiente de absortividad molar (¢) de aproximadamente 100 M* cm?
mientras que, las metaloenzimas de cobre, presentan un ¢ cerca de 3000 Mt cm?
y bandas de absorcién en ~ 600 nm.?’

En su mayoria, el entorno de coordinacion de las metaloenzimas de cobre
tipo | estd compuesto por un sistema N2S2%° que incluye dos atomos de nitrégeno
de grupos imidazdlicos de dos histidinas, un atomo de azufre del tiolato de una
cisteina y otro tioéter de una metionina. Por ejemplo, en la fig. 1.2.1.1 se muestra la
estructura terciaria de la plastocianina asi como su sitio activo, la cual tiene como

principal funcién la transferencia de electrones.

11



Ve
\ /5
F % 3w 1cyg1os
g \ ’," ‘"\'&»_1
e =

Fig. 1.2.1.1. Estructura terciaria y sitio activo de la Plastocianina.3®

Las estructuras cristalinas de las metaloproteinas de cobre tipo | muestran
gue el cobre tiene un nimero de coordinacion cuatro y una geometria tetraédrica
con una notable distorsion, que se asocia con un estado intermedio entre las
geometrias preferidas del Cu(ll) (cuadrada) y del Cu(l) (tetraédrica).2®
Finalmente, en este tipo de metaloenzimas el cobre presenta altos potenciales redox
del par Cu(ll)/Cu(l) en el intervalo de 0.18-0.68 V, lo cual se asocia con los enlaces
Cu-S presentes, asi como a la asimetria de la estructura.??:28:30

e Centros de cobre Tipo Il (T2Cu): los centros de cobre tipo Il, también
llamadas enzimas no azules de cobre presentan propiedades espectroscopicas
similares a los compuestos de coordinacidon comunes de cobre, como bandas en la
region del visible y un € <300 Mt cm?7; estructuralmente se componen de solo un
atomo de cobre en el sitio activo que participa, al igual que las enzimas de tipo |, en
reacciones cataliticas y redox.3! Este tipo de metaloenzimas presenta un entorno de
coordinacion compuesto por ligantes donadores por oxigeno o nitrégeno,
dependiendo de la enzima de la que se hable y del estado de oxidacion del cobre.

Presentan diferentes geometrias como lo son la piramide de base cuadrada,
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tetragonal distorsionada y cuadrado plana, siendo esta Ultima la mas comun. La
variedad de geometrias depende del nimero de coordinacion y la naturaleza de los
ligantes.3?

Un ejemplo de las enzimas de cobre que cae dentro de esta clasificacion es
la galactosa oxidasa que se muestra en la fig. 1.2.1.2., la cual cataliza la oxidacion
de una amplia gama de alcoholes primarios para dar como producto el aldehido
correspondiente, acompafiado con la reduccion de dioxigeno a peréxido de

hidrégeno.

Fig. 1.2.1.2. Estructura terciaria y sitio activo de la Galactosa oxidasa.3®

Su sitio activo esta constituido por un solo centro de Cu(ll) coordinado a dos
atomos de nitrégeno de grupos imidazolicos de histidina, dos &tomos de oxigeno de
grupos fendlicos correspondientes a tirosina y por ultimo una molécula de agua o
ion acetato, adoptando una geometria de piramide de base cuadrada. Cabe
destacar que la tirosina ecuatorial se encuentra covalentemente unida a un residuo

de cisteina en la posicién orto del grupo hidroxilo.
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e Centros de cobre Tipo Il (T3Cu): los centros de cobre tipo I,
estructuralmente contienen dos atomos de Cu(ll) en su estructura que, debido a la
distancia a la que estos se encuentran el uno del otro, ocasiona que los electrones
desapareados de cada uno de los nudcleos presenten un fuerte acoplamiento
antiferromagnético. Dicho fendmeno se manifiesta cuando los dos nucleos de Cu(ll)
se mantienen en contacto por una interaccion directa Cu-Cu o mediante uno o0 mas
ligantes puente que favorecen el traslape entre los orbitales magnéticos del metal y
los orbitales del ligante. Generalmente esta clase de metaloenzimas, los centros de
Cu(ll) se encuentran coordinados a tres nitrdgenos de grupos imidazélicos de
histidinas.3* Espectroscépicamente, presentan bandas de absorcion en el
ultravioleta a ~300 nm con un 3000 < £ <5000 M cm™.%7

Cuando estos centros de cobre se coordinan con una molécula de oxigeno,
cada uno de estos atomos provee de un electron para reducir el Oz presente al
ligante peroxo y evitando la formacién de i6n superoxo no deseado; es por esto por
lo que la funcion de estas metaloenzimas es principalmente el transporte y
activacion de 0.27:28:30.32

Un ejemplo de este tipo de metaloenzimas es la tirosinasa que se encuentra
ampliamente distribuida en microorganismos, plantas y animales, donde esta
implicada la formacion del pigmento de melanina y en la reaccion mas conocida que
conduce a la formacién de una coloracion parduzca en diferentes vegetales y frutos
cortados expuestos a oxigeno atmosférico. En lafig. 1.2.1.3 se muestra la estructura

de la tirosinasa.

14



ﬂ.,"}__(\_\, &
A |74
- R -
“ ¥ A ’
o - s
p S A(‘/./)
(S S U 4 2
&g e
\ \)\ ’j‘i 7
A TR
. b
O/
;' v
- N
| \
J XS
—~ 5"
-

Fig. 1.2.1.3. Estructura terciaria y sitio activo de la Tirosinasa.®

Existen otro tipo de metaloenzimas de cobre como, por ejemplo:

¢ Nitrito reductasas: son las encargadas de los procesos de desnitrificacion, los
cuales consisten en la reduccion de NO2  aNO.

e Oxidasas azules de cobre: se encargan de catalizar la conversion de oxigeno
molecular a agua, junto con la oxidacion de diversos sustratos.
Sin embargo, estas no pueden ser descritas dentro de esta clasificacion general

debido a que contienen mas de un centro de cobre.?’

1.3. Sistemas modelo

El estudio de las metaloproteinas de cobre y los mecanismos que emplean para
llevar a cabo su funcién catalitica es un tema de gran interés. Sin embargo, debido
a los problemas que derivan de su obtencién, manipulacién y modificacion, se ha

optado por emplear nuevas herramientas que pueden ser Utiles para obtener
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informacion de lo que sucede en el sitio activo de algunas de éstas. Dichas
herramientas se basan en crear una imagen de los sitios activos de las
metaloproteinas a través de evidencias espectroscéopicas y mediante el estudio de
compuestos modelo de bajo peso molecular que emulan alguna o varias
caracteristicas de la proteina original. 37-39

Los sistemas modelo de metaloenzimas de cobre, cuentan con uno o mas
atomos de cobre coordinados a nitrogenos heteroaromaticos, los cuales son una
caracteristica fundamental del cobre en sistemas vivos, ademas, la actividad
catalitica de la mayoria de los modelos implica la presencia de al menos un atomo
de cobre en el sitio activo.

De este modo, para que un compuesto de cobre se pueda proponer como un
buen sistema modelo, el ligante empleado debe cumplir con las siguientes
caracteristicas:

* Incluir preferentemente atomos donadores o por nitrdgeno de naturaleza
heteroaromaética.

= Ser capaz de estabilizar al nucleo de cobre en sus dos estados de oxidacion;
tetraedro distorsionado para Cu(l) y tetragonal para Cu(ll).

= Mantener a los dos iones de cobre a una distancia de 3 a 5 A y mantener
este arreglo en disolucion.

= QOcupar la mayor parte de la esfera de coordinacién del metal dejando por lo
menos un sitio libre y estéricamente accesible que permita la entrada de ligantes
exdgenos como podria ser el sustrato.

» Debe coordinar a los iones metalicos con una constante de formacion de
estabilidad alta.

Se deben disefiar modelos para poder estudiar la estructura y funcionamiento de la
metaloproteina, estos son: modelos estructurales y modelos funcionales.

» Modelos estructurales: este tipo de modelos para los sitios activos de las
metaloenzimas sirve de gran ayuda para poder determinar la estructura molecular
del sitio activo. El disefio de estos modelos parte de datos parciales
espectroscopicos obtenidos del modelo de la enzima; si estos son semejantes, se

podra proponer una posible estructura del sitio activo por comparacién. Gran
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cantidad de estructuras han sido establecidas mediante este tipo de metodologia y
se han corroborado por determinaciones estructurales cristalograficas.

Sin embargo, este tipo de modelos también pueden ser modelos funcionales,
imitando la estructura del sitio activo de la enzima se puede conducir a modelos que
exhiben la funcién de la enzima.*®

» Modelos funcionales: esta clase de modelos tiene aplicacion a las
metaloproteinas que involucran un proceso de Oxido-reduccién, se puede partir
desde la estructura conocida, parcialmente conocida o desconocida del sitio activo
de la enzima. Para esta clase de modelos, la principal caracteristica es que la
estequiometria de la reaccién catalizada y los productos de la reaccion deben ser
conocidos.*°

Por otro lado, para probar la actividad catalitica de los complejos modelo que
se desean estudiar, debe existir una reacciéon modelo, por ejemplo, para evaluar la
actividad catecolasa se suele emplear el 3,5-ditercbutilcatecol como sustrato. Los
grupos terc-butilo, al ser demasiado voluminosos, le otorgan estabilidad al catecol
frente a reacciones de oxidacién posteriores a la ruptura de la aromaticidad.

Ademas, el potencial oxido-reduccién de este, al ser bajo, facilita su oxidacion.

on Catalizador °
+ Oy > + H50,
MeOH/H,0
OH pH amortiguado o

Esquema. 1.3.1. Reaccién modelo de la oxidacién del 3,5-ditercbutilcatecol a 3,5-
ditercbutilquinona.
Otra reaccidon modelo que resulta util para evaluar la eficiencia de los
catalizadores es el acoplamiento oxidativo del OAP a su correspondiente
fenoxazinona, de acuerdo al esquema 1.3.2. Este producto posee propiedades

antimicrobianas y tiene gran interés debido a que se emplea como modelo para la
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sintesis de la Actiomicina D, el cual es un compuesto heterociclico que tiene

propiedades antineoplasticas.

NH, N NH,
Catalizador X
2 + 320, > + 3H0
OH o) (o)

OAP 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona
Esquema 1.3.2. Reaccion modelo de la oxidacion del o-aminofenol a 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona.
Los productos de reaccidon son facilmente monitoreables mediante
espectrofotometria UV-visible, ya que tanto la 3,5-ditercbutilquinona como la 2-
amino-3H-fenoxazin-3-ona presentan bandas de absorcion en una longitud de onda
(Amax) de 400 y 430 nm, respectivamente. La importancia de que exista una reaccion

modelo permite comparar la actividad de distintos sistemas modelo.38

1.4. Reacciéon de Mannich en imidazoles

Todas las metaloenzimas de Cu(ll) contienen en su sitio activo grupos imidazdlicos
coordinados, correspondientes a residuos de histidina, por lo que es relevante
comentar un poco sobre la quimica del imidazol para la sintesis de nuestros
sistemas modelo.

El imidazol presenta reactividad en cuatro de sus cinco sitios (1, 2,4y 5); la
sustitucion de estas posiciones se puede realizar mediante la reaccion de Mannich,
gue resulta un método sumamente Gtil para introducir en un solo paso grupos

aminometil al anillo imidazolico.

3
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Esta reaccién puede llevarse a cabo en medio acido o medio bésico, de
acuerdo a la posicion que se desee sustituir; para llevar a cabo la N-sustitucion
(posicién 1), debe realizarse en medi6 acido, por otro lado, si se desea favorecer la
C-sustitucion (posicion 2, 4 y 5) debe realizarse en medio béasico.

A continuacién se muestra el mecanismo de reaccion en medio basico para
la sintesis de los ligantes de interés en este trabajo:

N/CMH
H bt H N ‘\E/
| H H/[\TMR
H
Sp2
/N \
g = N/ NH - Hﬁ \N
R= Hzﬂ \) R
TN ' N
| / ( \
=
NN

Fig. 1.4.1. Mecanismo de reaccion propuesto para la sintesis de los ligantes empleados en este

trabajo.
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2. Antecedentes

En las metaloenzimas de cobre los cationes metalicos se encuentran coordinados
a residuos imidazodlicos de histidina, dicha propiedad estructural ha inspirado a
multiples grupos de investigacion a sintetizar sistemas modelo con ligantes que
contienen atomos de nitrégeno heteroaromaticos. En nuestro grupo de investigacion
se han desarrollado y estudiado un serie de complejos dinucleares y mononucleares
de cobre(ll) con distintos ligantes derivados de imidazol a los cuales se les ha
evaluado su actividad catalitica frente a reacciones modelo mas empleadas por la
comunidad cientifica (actividad catecolasa y fenoxazinona sintasa) y asi poder
determinar los factores que rigen dicha actividad. Se ha encontrado que nuestros
complejos dinucleares de Cu(ll) pese a no ser buenos modelos estructurales del
sitio activo de las enzimas catecol oxidasa y fenoxazinona sintasa, presentan una
importante actividad catalitica en comparacion con distintos modelos reportados en
la literatura®®, ademas cabe destacar que los modelos de Cu(ll) con ligantes

derivados de imidazol son escasos.

2.1. Ligantes derivados de imidazol

Como se mencion6 anteriormente, reaccion de Mannich nos permite con facilidad
sintetizar nuestros ligantes a través de la condensacion entre un grupo
aminometilico y un anillo imidazélico en un solo paso, tanto en medio acido como
medio basico (apartado 1.4). Los ligantes dinucleares se han clasificado como

“abiertos” o “cerrados”, como se observa en el siguiente esquema:
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de la amina usada: para los ligantes de tipo abierto se emplean aminas derivadas
de L-a-aminoacidos, mientras que las de tipo cerrado se utilizan aminas primarias

sustituidas. Ademas, se utiliza el 2-metilimidazol como materia prima ya que en este

La obtencién de ligantes tipo “abierto” o “cerrado” depende de la naturaleza

PNy
\—/

2-metil-1H-imidazol

H
>:O+
H

Formalehido

N)\NH
R 4)=g
4
N

N

5
S R
HN\(

Ligante cerrado

55 °C, 48 h con agitacion
HoNwv R 2 imidazol : 4 formaldehido : 2 amina

Amina /I\
4

N

Ligante abierto
55 °C, 48 h con agitacién
1 imidazol : 2 formaldehido : 2 amina

“cerrados”.

compuesto las posiciones 4 y 5 se encuentran libres para sustituirse.

En la fig. 2.1.3 y 2.1.3 se muestran algunos ligantes dinucleantes abiertos y

cerrados sintetizados en el grupo de investigacion, respectivamente.

HN

A,

) o}
%OH /I\g‘\OH
NH, NH,

Alanina Valina

o (o]
NH S
2 NOH ~ V%OH
R NH, NH,

Leucina Metionina

distintos L-a-aminoacidos.
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Esquema. 2.1.1. Reaccién de Mannich para la sintesis de ligantes dinucleantes “abiertos” y

NH,

Fenilalanina

Fig. 2.1.2. Ligantes dinucleantes abiertos sintetizados en el grupo de investigacion a partir de
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Las caracteristicas estructurales mas relevantes de los ligantes abiertos es
gue poseen dos sitios de coordinacion tridentados; estos sitios se conforman por un
nitrégeno heteroaromatico proveniente del anillo imidazdlico, un nitrégeno alifatico

del L-a-aminoécido y el tercer &tomo donador proviene del residuo del aminoacido

1 el

sS— OH /

NH 2-(metiltio)etan-1-amina 2-aminoetan-1-ol N,N-dimetiletan-1,2-diamina

R — NH, NH, NH,
N C
S N—
N \ OH /
‘2? 3-(metiltio)propan-1-amina 3-aminopropan-1-ol  N,N-dimetilpropan-1,3-diamina
— R NHy
NH,

Y 7\ /\

Piridin-2-ilmetanamina Piridin-2-iletanamina

utilizado.

Fig. 2.1.3. Ligantes dinucleantes cerrados sintetizados en el grupo de investigacion a partir de
distintas aminas primarias.

Por otro lado, los ligantes cerrados a su vez también poseen dos sitios de
coordinacion tridentados, cada uno de estos sitios esta conformado por un nitrégeno
heteroaromatico del anillo imidazélico, un nitrégeno alifatico de la amina terciaria
derivada de la formacion del anillo de 10 miembros y el tercer atomo donador
proviene del residuo del sustituyente de la amina empleada. Aunado a esto, dentro
de estos ligantes cerrados se encuentra una subclasificacion, los cuales se
denominan “cortos” o “largos”, dependiendo la longitud de la cadena alifatica entre
el nitrdgeno alifatico de la amina terciaria y el tercer atomo donador, que puede ser
de dos a tres atomos de carbono para los ligantes cerrados “cortos” y “largos”,

respectivamente.
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En nuestro grupo de investigacion se ha tomado la iniciativa de sintetizar
ligantes mononucleantes analogos a los ligantes dinucleantes “cerrados” con la
finalidad de estudiar y determinar las distintas propiedades de sus correspondientes
complejos de Cu(ll) y asi, poder realizar un estudio comparativo con sus
correspondientes analogos dinucleares.

Los ligantes mononucleantes (esquema 2.1.4), se sintetizan de igual manera
através de la reaccion de Mannich pero se emplean materias primas distintas, como
es el 2-etil-5-metil-imidazol que, a diferencia del imidazol utilizado en la sintesis de
los ligantes dinucleantes, este se encuentra disustituido en las posiciones 2 y 5 para
Unicamente favorecer la monosustitucion del anillo. Ademas, se emplean aminas
secundarias con la intencion de evitar la adicion de un segundo anillo imidazodlico

en el nitrdgeno de la amina; la materia prima es una metilamina sustituida con

H
N NH 60°C, 48 h HN N
+ o + HNowvWwR @ ——————
— Agitacién — R
H ¢
N

2-etil-5-metil-1H- Formalehido R-metilamina \
imidazol

diferentes grupos R presentados en la fig. 2.1.5.

Esquema. 2.1.4. Esquema de la reaccién de Mannich para la sintesis de ligantes mononucleares.

4 A
AN

NH

Metilglicina 2-(metilamino)etan-1-ol
HN N /
NH /N
<:/(V\ NT,N' N2-trimetiletan-1,2-diamina
N
N-metil-1-(piridin-2-il)metanamina  N-metil-2-(piridin-2-il)etan-1-amina

Fig. 2.1.5. Ligantes mononucleares sintetizados en el grupo de investigacion a partir de distintas
aminas secundarias.
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Estos ligantes mononucleantes presentan un sitio de coordinacién tridentado
conformado por un nitrégeno heteroaromatico del anillo imidazolico, un nitrégeno
alifatico de la amina terciaria derivada de la condensacién y un atomo donador del

sustituyente R unido a la amina terciaria.

2.2. Complejos de cobre (ll) con ligantes derivados de

imidazol

Para todos los ligantes presentados en el apartado anterior, se han sintetizado sus
correspondientes complejos de Cu(ll) y se han estudiado sus caracteristicas
estructurales, electronicas y espectroscopicas, asi como sus equilibrios en
disolucién y su actividad catalitica frente a reacciones modelo.

En las siguientes secciones se discutiran las propiedades estructurales,
electronicas, en disolucién y cataliticas de los complejos de Cu(ll) que se forman a
partir de los ligantes diep y dimp mostrados en la tabla 2.2.1, puesto que en el
presente trabajo se mostraran estudios de sus complejos analogos mononucleares
de Cu(ll).

Tabla 2.2.1. Estructura de ligantes y complejos de cobre (ll)

L [CuzL]

[CuZdiep(H20)4]4+
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o

H

A
A

ba
s

dimp [CuzdimP(H20)4]4+

2.2.1. Propiedades estructurales y electronicas

Los ligantes “cerrados” diep y dimp, de acuerdo con la tabla 2.2.1, presentan dos
sitios de coordinacion tridentados. La diferencia principal entre estos dos ligantes
es un metileno en la cadena alifatica unido a la piridina, lo que ocasiona un
incremento en el numero de miembros del anillo quelato al unirse al centro metalico.
Ademas, el ligante diep se clasifica como un ligante “cerrado largo” mientras
gue, el ligante dimp, se clasifica como un ligante “cerrado corto”.
Estas caracteristicas mencionadas resultan relevantes para explicar su
actividad catalitica, de la cual, se hara mencion mas adelante.
Se ha podido determinar la estructura cristalina de los complejos [Cuz(diep)]Xa y
[Cu2(dimp)]X4 mediante difraccion de rayos X de monocristal empleando sales de
cobre (Il) tales como Cu(ClO4)206H20 y Cu(NO3)202.5H20.
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O
Fig. 2.2.1.1. Estructura cristalina de rayos X de monocristal de [Cuz(diep)(H20)4](CIO4)4*3
(izquierda) y [Cuz(dimp)(H20)2(NO3)2](NOz)2*2 (derecha).

En lafig. 2.2.1.1 podemos observar que los compuestos de coordinacion de
cobre (II) con los distintos ligantes presentados, adquieren una geometria de
piramide de base cuadrada ligeramente distorsionada; la base de la piramide esta
formada por los tres nitrdgenos del ligante que corresponden al imidazol, el anillo
diazecinay el nitrégeno de la piridina. Ademas, el cuarto sitio de coordinacion, para
el complejo [Cuz(diep)(H20)4](ClO4)4, se encuentra ocupado por un oxigeno
proveniente de una molécula de agua al igual que la posicion axial.

Por otro lado, para el complejo [Cuz(dimp)(H20)2(NO3)2](NOs)2 la cuarta
posicidn se encuentra ocupada por el oxigeno correspondiente al NOs™ proveniente
de la sal de cobre (1) y la posicion axial, por el oxigeno de una molécula de agua.

Las distancias de enlace que existen entre el atomo de cobre (Il) y los
nitrogenos de los ligantes oscilan alrededor de 2 A, asimismo, los atomos de
oxigeno (sea nitrato o agua) que se encuentran en el apice de la pirdmide,
mantienen una distancia mayor a 2 A, lo que se debe a la manifestacion del efecto
Jahn-Teller.

Por ultimo, la distancia Cu"-Cu'" en ambos complejos se encuentra en
alrededor de 7.4 A, la cual es mayor a la presentada en la propia enzima catecol

oxidasa y otros sistemas reportados en la literatura.
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2.2.2. Equilibrios en disolucioén

Dentro de nuestro grupo de investigacion también se ha logrado determinar las
constantes de acidez, para el caso de los ligantes, asi como las constantes de
formacion y de hidrdlisis de los complejos de Cu(ll) que se muestran en la tabla
2.2.2.1.4%50 Con estos datos se han podido construir diagramas de fracciéon molar
distributiva en funcién del pH para conocer el predominio de las distintas especies

alo largo de la escala de pH (fig. 2.2.1).4

Tabla 2.2.2.1. Constantes de formacion y constantes de acidez para los complejos [Cuz(diep)]** y

[Cuz(dimp)]** en medio MeOH:H20 (1:1) y acuoso, respectivamente. 4849

_[cuHyL] . [CUZ" (Hy0)g, (OH), I[H']
VU T H L ® " [Cu,L(H,0)g,,, (OH), ]
diep dimp
logBs,0,1 = 19.07 - logB,,0,1 = 18.63 -
logBs,1,1= 11.50 pK,M = 7.57 logB2,-1,1 = 11.09 pK,M = 7.54
logPB2,2,1=2.63 pK,? = 8.87 logPBa,2,1=2.44 pKa? = 8.65
logBy,-3,1=-7.13 pK.®) = 9.76 logB2,31 = -6.73 pK,®) = 9.16
logPs, 41 = -18.10 pK.4 = 10.97 logBs,41=-17.60 pK,@ = 10.87
(@) ()  10-

[Cu, dimp]"*

104

[Cu,dimp(OH),]

[Cu‘dlep]b [Cu»dlep(OH)]“ [Cu,diep(OH),)’ 0.8

[Cu_dimp(OH). ]

0.8 4 [Cu_ diep(OH) )

[Cu_diep(OH) ]
: E 0.6+

Fraccion

[Cu, dimp{OH)]"*

044
0.4

Fraction

0.2 4
0.2 4

0.0+

Fig. 2.2.1. Diagramas de fraccion molar distributiva en funcion del pH para los complejos
dinucleares a) [Cuz(diep)]** y b) [Cuz(dimp)]** en medio MeOH:H20 1:1 y acuoso, respectivamente,

y una fuerza iénica 1=0.1 mol L1.48:49
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Con estos estudios en disolucion para los complejos, tanto mononucleares
como dinucleares, se sabe que se forman mezclando estequiométricamente, un
equivalente de ligante y un equivalente o dos equivalentes de una sal de cobre (ll),
respectivamente.

Adicional a esto, en los diagramas se muestra que las especies hidrolizadas
comienzan a predominar a valores de pH alcalinos; dichas especies resultaran

relevantes para comprender la actividad catalitica de nuestros sistemas modelo.

2.3. Estudios cinéticos

La sintesis de distintos compuestos de coordinacion de cobre (Il) con caracteristicas
diferentes que presentan actividad catalitica catecolasa y fenoxazinona sintasa han
sido objeto de estudio durante afios, pues resulta relevante crear compuestos

modelo que faciliten la descripcion del sitio activo de estas enzimas.

2.3.1. Actividad catecol oxidasa

Los estudios cataliticos obtenidos dentro del grupo de investigacion mostraron
resultados alentadores (tabla 2.3.1.1), ya que nuestros complejos de Cu(ll)
presentan una notable actividad catecolasa en comparacion con los diversos
sistemas descritos en la literatura.

La enzima catecol oxidasa, cataliza la oxidacion de sustratos orto-difenélicos
a sus correspondientes quinonas. En su sitio activo (fig. 2.3.1.1) presenta dos
nacleos de cobre (II) los cuales se encuentran puenteados por un atomo de oxigeno,
ademas, cada uno de estos atomos de cobre (ll) se encuentra coordinado a 3
histidinas. La distancia Cu"-Cu'" en la forma oxidada es de 3.3 A, mientras que, para
su forma reducida, la distancia Cu'-Cu' aumenta a 4.4 A; asimismo, la distancia de

los enlaces Cu'-His son en promedio de 2.1 A.

28



b N

Fig. 2.3.1.1. Estructura terciaria y sitio activo de la enzima catecol oxidasa.*’

Dentro del grupo de investigacion, uno de los objetivos ha sido evaluar la
actividad catecolasa de los sistemas modelo de Cu(ll) presentados anteriormente,
a pesar de que estos presenten diferencias notables en comparacion con el sitio
activo de la metaloenzima, como lo son: el puenteo entre ambos nucleos de cobre
y la distancia Cu"-Cu'".

La evaluacion de la actividad catecolasa de nuestros compuestos
bioinspirados de cobre (ll) se realiza mediante la reacciéon modelo de la oxidacion
del 3,5-ditercbutilcatecol descrita anteriormente en el esquema 1.3.1 del apartado

1.3, en medio MeOH/H20 1:1 a 25 °C, los resultados se muestran en latabla2.3.1.1.
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Tabla 2.3.1.1. Parametros cinéticos de los complejos [Cuz(diep)]**y [Cuz(dimp)]** frente a la reaccion

de oxidacion del 3,5-ditercbutilcatecol en una mezcla MeOH/H20 1:1 a 25 °C.*°

[Cuz(diep)(H20)a]** [Cuz(diep)(H20)4]**

pH 8.5 7.5
Km [M] 0.289x10* 5.16x10*
MeOH/H,0
1:1 kcat [S-l] 0.0175 0.0788
Keat/Km [M 51 605 153

Los parametros cataliticos se obtuvieron a partir del ajuste hiperbdlico de la
ecuacion de Michaelis-Menten.

La diferencia entre estas dos eficiencias cataliticas se debe al aumento de
miembros en el anillo quelato, de 5 a 6; este incremento favorece una mayor
flexibilidad del ligante, lo que facilita el cambio de geometria de los estados
reducidos de Cu(l) y oxidado Cu(ll).

Al comparar dichos parametros cataliticos frente a sistemas modelo de Cu(ll)
descritos en la literatura, nuestros complejos presentan una eficiencia catalitica
mayor.*® La razén de dicho valor de eficiencia catalitica es atribuida a los valores
bajos de la constante de Michaelis-Menten (Kwm), es decir, la alta afinidad del sustrato
por el catalizador. Aunado a ello, el pH juega un papel sumamente importante para
explicar la especie activa en la actividad catecolasa, ya que como se puede
observar, el estudio catalitico se realiza a valores de pH basicos en donde la especie

[CuzL(OH)] es la que predomina.
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2.3.2. Actividad fenoxazinona sintasa

Desde hace ya 2 décadas, se ha estudiado la actividad de la fenoxazinona sintasa
en modelos de Co(ll), Co(lll), Mn(ll), Mn(lll), Fe(ll) y Cu(ll). Recientemente se han
encontrado un mayor nimero de reportes sobre sistemas de manganeso y cobalto
gue presentan actividad fenoxazinona sintasa mientras que, los modelos de Cu(ll)
resultan ser menores, a pesar de que en el afilo 2006 fue revelada la estructura
cristalina de la enzima fenoxazinona sintasa, cuyos sitios activos contienen cationes
metalicos de cobre (11).444°

La enzima fenoxazinona sintasa participa en mecanismos para proteger el
tejido de los mamiferos del dafio oxidativo, ademas, contribuye en la actividad de
algunos antibiéticos que permite que los compuestos intercalen &cidos nucleicos,
razén por la cual se consideran agentes anticancerigenos eficaces.>! Esta enzima
se presenta en dos formas: una forma dimérica y una hexamérica. La estructura
presentada en la fig. 2.3.2.1 es la forma hexamérica, en la cual cada subunidad del
hexaméro contiene cinco atomos de cobre. Esta oxidasa multicobre contiene: un
centro T1Cu, tres centros T2Cu y un centro T3Cu. Se estima que la presencia de
estos cinco ndcleos repercute en la actividad catalitica maxima a pesar de que uno
de los nuicleos T2Cu se encuentra a aproximadamente 25 A, presenta un papel
estructural relevante. La distancia Cu"-Cu" del centro de cobre T3Cu, es de
aproximadamente 3.88 A y la distancia de los enlaces Cu'-His son similares para

ambos nucleos.
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Fig. 2.3.2.1. Estructura terciaria y sitio activo de la enzima Fenoxazinona sintasa.**

Dentro del grupo de investigacién, otro de los objetivos ha sido evaluar la
actividad fenoxazinona sintasa de los sistemas modelo de Cu(ll) descritos, a pesar
de que estos presenten diferencias notables en comparacion con el sitio activo de
la metaloenzima, como son: el nUmero de ndcleos en el sitio activo, el puenteo entre
ambos nucleos de cobre y la distancia Cu'-Cu".

La evaluacion de la actividad fenoxazinona sintasa de los compuestos
modelo de cobre (Il) se realizé en MeOH/H20pH 1:1 a 25 °C y a pH 8.5 mediante la
reaccion modelo presentada en el esquema 1.3.2 del apartado 1.3, los resultados

se muestran en la tabla 2.3.2.1.
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Tabla 2.3.2.1. Parametros cinéticos de los complejos [Cuz(diep)]** frente a la reaccion de
acoplamiento del 2-aminofenol en MeOH/H20OpH, a pH 8.5y a 25 °C.

[CuZ(diep)S4]4+

i O
ty

iy, f"O

% I

5

&

> 1]
ZIIIHIIIIO”; L
0

Km [M]
Keat [5_1]
kcat/KM [M-l S-l] 17

Estos parametros cataliticos se obtuvieron mediante el ajuste hipérbolico de
la ecuacion de Michaelis-Menten.

Al comparar la actividad catalitica de ambos sistemas frente a los modelos
de Co (Il) y (111), Mn (1) y (I1I) e incluso los sistemas descritos de Cu (ll), se observa
gue los complejos de cobre (1) del grupo de investigacién presentan una actividad
catalitica superior a los descritos en la literatura frente a la reaccion de acoplamiento
del 2-aminofenol.*®

De nuevo, la importante actividad fenoxazinona sintasa de los catalizadores
presentados (tabla 2.3.2.1) se debe a los valores bajos de la constante de Michaelis-
Menten (Kw), es decir la alta afinidad del sustrato por el catalizador.

Con estos resultados, se sigue recabando evidencia experimental de que la
presencia de un segundo cation metalico en la estructura del complejo y el
amortiguamiento del pH, presentan un efecto importante en la actividad catalitica de
la fenoxazinona sintasa.
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2.4. Especiacion como herramienta para la mejora en la
eficiencia catalitica

Para un sistema MLn en el que todas las especies coexistan desde M a MLn, se
tiene el siguiente balance de masa para el metal:

Cm=[M] + [ML] + [ML2] + ... + [MLn]
La fraccion molar de la especie i (®) es la proporcion de la concentracion total que

corresponde a esa especie:

La ventaja de las constantes acumuladas de formacion es que permiten poner la
concentracion de cada especie en funcion de la concentracion de metal y ligante
libres:
[ML]
[M][L]
Sustituyendo en el balance de masa tendremos:
Cwm = [M] + Ba[M][L] + B2M][L] + ... + Bi[M][L]
Factorizando [M] con término comun y despejando tenemos:
M] = CMz i
143, [LI+B,[LI+ ... +B;[L]

Con esta expresion se puede obtener la concentracion de cada especie en funcion

B.= [ML]=B [M]IL]

de la concentracion del ligante libre:

BLI
148, [L1+B, LI+ .. +B[LT
Asi pues, se define la fraccion molar para la especie MLn:

_ ML) _ BILI
" Cu 4B LB, . +B L]

[ML,] = B,[MI[L] =

Y para el metal libre:
q) = M = 1
O Cm 148, [LI+B, LI+ ... +B,[L]
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De esta forma, la especie que predomina tendrd un término mayor que el
resto. También es interesante considerar que la suma de todas las fracciones
molares es igual a la unidad.>?

Los diagramas de fraccion molar distributiva resultan una herramienta
bastante util al momento de visualizar en un intervalo de pH o pL que especies
predominan. Como se muestra en al fig. 1.1.3.1, en el diagrama de predominio del
sistema de cobre (1) y sus hidroxocomplejos, se puede proponer el intervalo de pH
en el cual se tiene una especie en mayor proporcién que las otras.

Se hace mencidn de esta herramienta, ya que en los resultados obtenidos de
los estudios cataliticos de los complejos [Cuzdiep]** y [Cuzdimp]** frente a la
reaccion de oxidacion del 3,5-ditercbutilcatecol, se presenta una variacion en la

grafica de Vo en funcién del pH (fig. 2.4.1) a valores basicos.

b 3.0x10% 4

120 4 ® Cu,Dimp
® Buffers
2.5x10° 4 B

2.0x10* 4

1.6x10" 4

v,(Ms™)

1.0x10“ 4

2.0 soxt0’4 .

- ©
0.0 - = ood § .

-
-
-
.
-
-

10 7.0 75 80 85 9.0 9.5
pH pH

Fig. 2.4.1. Gréficos de variacion de Vo en funcién del pH: a) [Cuz(dmep)]** (w), auto-oxidacion del
DTBC (e) y b) auto-oxidacién del DTBC (o) y [Cuz(diep)]** (A).%2

Como se puede observar, existe un cambio en la velocidad inicial de la
reaccion sin catalizador al variar los valores de pH, sin embargo, la presencia del
catalizador provoca un incremento notable en la velocidad inicial a lo largo de la
escala de pH.

Al fijar el valor de pH de trabajo y correlacionarlo con la especie activa se

observa que la forma [Cuz(dimp)(OH)]3* y [Cu2z(diep)(OH)]** se encuentra en mayor
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proporcion. Con esta aseveracion se concluye que la actividad catalitica de los
sistemas modelo presentados se ve influenciada por el pH y el entorno de
coordinacion del cobre (Il); tendiendo un pH donde predomine el complejo
monohidrolizado las condiciones éptimas para obtener una eficiencia catalitica

maxima.
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3.0Dbjetivos

3.1. Objetivo general

Evaluar la actividad catalitica de los compuestos de coordinacion de Cu(ll) con
ligantes derivados de imidazol en las reacciones de acoplamiento oxidativo de
fenoles sustituidos, particularmente del 2-aminofenol; cuyo producto de

acoplamiento posee propiedades de interés bioldgico.

3.2. Objetivos particulares

e Sintetizar los ligantes miep y mimp mediante la reaccion de Mannich vy

caracterizarlos mediante las técnicas mas comunes (AE, IR y RMN-1H)

e Sintetizar los complejos [Cu(miep)] y [Cu(mimp)] y caracterizarlos en estado
sOlido mediante AE, IR y difraccion de rayos X.
e Determinar potenciométricamente las constantes de acidez de los ligantes
miep y mimp, de acuerdo con el siguiente equilibrio:
HL =2 H" +H4L K,=constante de acidez
e Determinar potenciométricamente las constantes de formacién de los
complejos mononucleares B, y sus constantes de hidrdlisis, Ka de acuerdo a
los siguientes equilibrios:
[Cu(H20)6]?* + L = [Cu(L)(H20)s3]** + 3 H20 B = estabilidad del complejo
[Cu(L)(H20)3]?* = [Cu(L)(H20)2(OH)]* + H*  Ka = constante de acidez
e Estudiar la actividad catalitica de los complejos [Cu(miep)]?* y [Cu(mimp)]?*
en la reaccion de acoplamiento de o-aminofenol en el medio MeOH/H20 1:1,

variando el pH para correlacionar su actividad con la Ka del complejo.

37



4. Hipotesis

La actividad catalitica de los sistemas modelo de Cu(ll): [Cu(miep)S2]** y
[Cu(mimp)S2)?*, ser& éptima con el predominio de la especie [CULOH]*, asimismo,
complejo [Cu(miep)S2]?* presentard un valor de eficiencia catalitica mayor que el
complejo [Cu(mimp)S2]?* debido al nimero de miembros en el anillo quelato lo que

facilita el cambio de geometria entre los estados Cu''y Cu'.
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5. Resultados y discusion

5.1. Sintesis y caracterizacion del ligante miep

5.1.1. Sintesis del ligante miep y mimp

La sintesis del ligante miep se realiza via una reaccion de Mannich en medio bésico,
favoreciendo Unicamente la monosustitucion del sitio libre en el anillo imidazélico,

de acuerdo al esquema 5.1.1.

MeOH
HNT N +
— H NEt3 /60°C
agitacion, 48 h

2-etil-5-metil-1H-  formaldehido ~ N-metilen-2-(piridin-2-il) N-((2-etil-5-metil-1H-imidazol-4-il)metil)-
imidazol etan-1-amina N-metil-2-(piridin-2-il)etan-1-amina

Esquema 5.1.1.1. Reaccién de Mannich para la sintesis del ligante miep.

Para la sintesis, se mezclan cantidades estequiométricas del imidazol y

amina secundaria, con un ligero exceso de base y formaldehido; la reaccién se
coloca en bafo de aceite a 60 °C por 48 horas hasta obtener una solucion de color
amarillo.
El exceso de disolvente se evapora y se obtiene un aceite amarillo para ambos
casos, el cual, se purifica por cromatografia por columna en una mezcla
MeOH:CHCIs (1:9).

Analogamente, el ligante mimp se sintetiza empleando las materias primas

presentadas en el esquema 5.1.1.2 y se purifica manteniendo las condiciones antes

7 \/LN NN

mencionadas.

NH
NN 0 H | MeOH L I
+ JL + - N x —_—
)=/ H™ ~H N NEt; / 60 °C
agitacion, 48 h
2-efil-5-metil-1H-  formaldehido  N-metil-1-(piridin-2-il) 1-(2-etil-5-metil-1H-imidazol-4-il}-N-metil-
imidazol metanamina N-(piridin-2-ilmetil)metanamina

Esquema 5.2.1.2. Reaccién de Mannich para la sintesis del ligante mimp.
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Ambos ligantes se caracterizan mediante RMN-!H, andlisis elemental y

espectroscopia IR.

5.1.2. Anédlisis elemental

Con la técnica de analisis elemental se determina el porcentaje de carbono,
hidrégeno y nitrégeno en el ligante, esto nos permite determinar el nimero de
moléculas de agua contenidas en el ligante y asimismo, determinar la formula
molecular del mismo. En la tabla 5.1.2.1 se muestran los resultados del analisis

elemental para ambos ligantes.

Tabla 5.1.2.1. Resultados del porcentaje de carbono, hidrégeno y nitrégeno obtenido en el analisis
elemental de los ligantes miep #2H20 (C1sH26N402) y mimp ¢2H20 (C14H24N4032).

Ligante miep Ligante mimp

Elemento %Experimental %Tedrico %Error | %Experimental %Tedrico %Error

C 61.21 61.15 0.10 60.21 59.93 0.47
H 7.53 7.47 0.75 7.18 7.13 0.67
N 19.12 19.02 0.53 20.06 19.98 0.43

Gracias a este estudio, se pudo determinar que el ligante miep presenta una
formula molecular CisH22N4e2H20, presentando 2 moléculas de agua por mol de
ligante y una masa molar de 294.37 g mol*. Para el caso del ligante mimp, este
tiene una férmula molecular C14H23N4e2H20, conteniendo 2 moléculas de agua por

mol de ligante, ademas su masa molar es de 280.34 g mol2.
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5.1.3. Espectroscopia infrarrojo

Para la caracterizacidon por espectroscopia IR se realiza mediante la elaboracion
de una pastilla de KBr. A continuacion en la figura 5.1.3.1 y 5.1.3.2 se presenta el

espectro de IR que se obtuvo para el ligante miep y mimp respectivamente.
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40 -

% Trasmitancia

20 A

0 —
4000 3500

T

T T T T T T T T T
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Fig. 5.1.3.1. Espectro de IR para el ligante miep en pastilla de KBr.

La asignacion de las bandas correspondientes a cada una de las vibraciones

de los enlaces presentes en el ligante miep, se presentan en la tabla 5.1.3.1.
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Tabla 5.1.3.1. Asignacién de bandas para el espectro de IR de la fig. 5.1.3.1, donde imi=imidazol,

py= piridina y am=amina alifatica.

Grupo funcional v [cm]
v(—CHs, —CH2>-) 2978, 2935
V(N=C)imi 1666
V(N=H)imi 1595
V(=C=C—)imi 1537
V(=C=C—)py 1435
V(C—N)am 1151
V(C—H)py 762
H A L
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Fig. 5.1.3.2. Espectro de IR para el ligante mimp en pastilla de KBr.
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Para el ligante mimp, las asignaciones de cada una de las bandas se
muestran en la tabla 5.1.3.2.

Tabla 5.1.3.2. Asignacién de bandas para el espectro de IR de la fig. 5.1.3.2, donde imi=imidazol,

py= piridina y am=amina alifatica.

Grupo funcional v[cm
v(—CHs, —CH2-) 2983, 2933
v(N=C)imi 1662
V(N—H)imi 1593
V(=C=C-)imi 1537
V(=C=C—)py 1435
v(C—N)am 1149
v(C—H)py 764

Resulta importante sefialar que las bandas anchas e intensas que se
observan en ambos espectros se deben a las moléculas de agua presentes en los
ligantes.

5.1.4. RMN-H

La caracterizacion mediante RMN-H de los ligantes se realiza empleando CD3OD
como disolvente para ambos casos. En la fig. 5.1.4.1 se muestra el espectro de

RMN-'H para el ligante miep.
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Fig. 5.1.4.1. Espectro de RMN-'H (400 MHz) en CDsOD a 25 °C del ligante miep.

En el caso del espectro del ligante miep, se observan 11 sefales relevantes
gue corresponden a los 11 distintos tipos de proton presentes en la molécula.
Primeramente, las sefiales 14, 15, 16 y 17, corresponden a los protones del anillo
aromatico de la piridina; las sefiales 11 y 12 corresponden al etilo unido en la
posicion orto de la piridina y la amina alifatica terciaria.

La sefial mas relevante es la sefial 9, ya que confirma que la condensacion
entre la amina secundaria y la posicion 4 del anillo imidazdlico se llevo acabo.

Por ultimo, las sefales 6 y 7 corresponden al etilo en la posicion 2 del anillo
imidazdlico, asimismo, la sefial 8 pertenece al metilo en la posicién 5 del imidazol.
En la tabla 5.1.4.1 se presentan los protones con sus respectivos desplazamientos

guimicos asi como el valor de las integrales de cada pico.
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Tabla 5.1.4.1. Asignacion de sefiales del espectro de RMN-'H para el ligante miep.

Proton 0 [ppm] Integral
7 0.90 3
19 1.80 3
6 2.45 2
8 2.50 3
11 2.50 2
12 2.70 2
9 3.25 2
14 6.98 1
16 6.98 1
15 7.45 1
17 8.20 1

Para el caso del ligante mimp, el espectro de RMN-'H se presenta en la figura
5.1.4.2.
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Fig. 5.1.4.2. Espectro de RMN-!H (400 MHz) en CD30D a 25 °C del ligante mimp.

En el caso del espectro del ligante mimp, se observan 10 sefiales relevantes

gue corresponden a los 10 distintos tipos de proton presentes en la molécula.

La asignacion de las sefales se encuentran en la tabla 5.1.4.2, éstas son asignadas

de manera anéloga que el ligante miep.

46



Tabla 5.1.4.2. Asignacion de sefiales del espectro de RMN-'H para el ligante mimp.

Protén 0 [ppm] Integral
18 1.10 3
9 1.85 3
16 2.15 3
17 2.50 2
10 3.40 2
7 3.58 2
3 7.20 1
5 7.20 1
4 7.60 1
6 8.28 1

Resulta importante sefialar que la diferencia entre estas dos moléculas es el
namero de carbonos en la cadena alifatica que une al anillo aromatico de la piridina
con el nitrégeno de la amina terciaria, esto se ve reflejado en el desplazamiento de
las sefiales 11y 12 del ligante miep, con respecto a la sefial 7 del ligante mimp; ya
gue al haber un mayor nimero de carbonos en la cadena alifatica unida al anillo
aromatico y a la amina terciaria, el desplazamiento quimico de estas sefales
disminuye por la densidad electronica que los carbonos adyacentes adicionales

pueden aportar.
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5.2. Caracterizacion de los complejos [Cul]

5.2.1. Sintesis de los complejos [Cu(miep)(NOsz),] Vv
[Cu(mimp)(NO3)2]

Con ambos ligantes es posible obtener compuestos mononucleares de cobre (lI)

/ \ j\
LL
H:U
N
L

siguiendo la siguiente reaccion:

& / i

Fig. 5.2.1.1. Esquema de reaccion para la sintesis de los complejos [Cu(miep)(NO3)z2] ¥
[Cu(mimp)(NO3)2]

Cu(NOz); +

La sintesis se lleva a cabo en MeOH, en el cual se disuelve un equivalente
del ligante en cuestion y se agrega un equivalente de la sal de nitrato de cobre(ll)
previamente disuelto en MeOH.

La mezcla de reaccion se deja aproximandamente 15 dias, de ella se
obtienen cristales de color azul verdoso del tamafo adecuado para su estudio por

difraccion de rayos X cuyos resultados se muestran mas adelante.

5.2.2. Andlisis elemental

Al igual que los ligantes, los complejos mononucleares también se caracterizaron
mediante analisis elemental. Los cristales obtenidos se analizaron mediante la
técnica analisis elemental para determinar la férmula molecular.

Los resultados de dicho andlisis se presentan en la tabla 5.2.2.1.
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Tabla 5.2.2.1. Resultados del porcentaje de carbono, hidrégeno y nitrégeno obtenido en el anélisis
elemental para los complejos [Cu(miep](NO3)2 y [Cu(mimp)](NO3)-.

[Cu(miep)(NOs3)2] [Cu(mimp)(NOs3)2]
Elemento %Experimental %Teorico %Error | %Experimental %Teodrico  %Error
C 40.22 40.37 0.36 39.07 38.90 0.43
H 491 4.93 0.40 4.61 4.63 0.42
N 18.76 18.84 0.41 19.39 19.45 0.30

Teniendo dicho andlisis se concluye que los complejos mononucleares

presentan una formula molecular de [Cu(miep)(NOz)2] y [Cu(mimp)(NOs3)2] y una

masa molar de 445.92 g mol! y 431.84 g mol?, respectivamente.

5.2.3. Espectroscopia IR

Con la finalidad de corroborar la coordinacion del cation de cobre(ll) al ligante, se

llevé a cabo un analisis mediante espectroscopia IR empleando pastilla de KBr. Los

espectros obtenidos de los complejos [Cu(miep)(NOs3)2] y [Cu(mimp)(NOs3)2] se

presentan en las figuras 5.2.3.1y 5.2.3.2, respectivamente.
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Fig. 5.2.3.1. Espectro IR del complejo [Cu(miep)(NOz)2] en pastilla de KBr.

Tabla 5.2.3.1. Asignacion de bandas principales en el espectro IR del complejo [Cu(miep)(NOs)z2].

Grupo funcional v [cm]
v(-CHs, —CH2-) 2974, 2935
V(=N=C)imi 1647
V(N—H)imi 1572
v(C—N)am 1105
v(NO3") bidentado 1290, 1448
v(NOz’) monodentado 1385
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Fig. 5.2.3.2. Espectro IR del complejo [Cu(mimp)(NO3)2] en pastilla de KBr.

Tabla 5.2.3.1. Asignacion de bandas principales en el espectro IR del complejo [Cu(mimp)(NO3)2].

Grupo funcional v [cm]
v(—CHs, —CH2-) 2976, 2926
V(=N=C)imi 1651
V(N—H)imi 1547
v(C—N)am 1101
v(NO3") bidentado 1294, 1441
v(NOz’) monodentado 1385
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En ambos complejos, los aniones nitrato se encuentran coordinados al &tomo
de cobre(ll) de forma monodentadamente y bidentadamente; ademas existe un
desplazamiento de las bandas correspondientes al ligante a valores de nimero de

onda menores, debido a la coordinacién de éste al &tomo de cobre(ll).

5.2.4. Difraccion de rayos X

Como ya se menciond con anterioridad al describir la sintesis de los complejos
(seccién 5.2.1), se obtuvieron cristales mediante a los cuales se determina la
estructura molecular y cristalina en estado sélido por medio de difraccién de rayos
X.

En la fig. 5.2.4.1, se presenta la estructura obtenida para el complejo
[Cu(miep)(NOs3)2], asimismo, en la tabla 5.2.4.1 se encuentran las longitudes de

enlace de los atomos coordinados al cation de Cu(ll).

Fig. 5.2.4.1. Estructura cristalina del complejo [Cu(miep)(NOz)2] determinada mediante difraccion
de rayos X.

La estructura molecular del complejo [Cu(miep)(NOs)2] consiste en un cation
de cobre coordinado de forma tridentada al ligante miep, un nitrato coordinado de

forma monodentada y el segundo anion nitrato coordinado de forma bidentada.
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Tabla 5.2.4.1. Distancias de enlace del complejo [Cu(miep)(NOz)2] determinadas mediante
difraccion de rayos X.

Enlace Distancia [A]
Cu-N1 1.997
Cu-N2 2.086
Cu—-N3 1.969
Cu-01 2.280
Cu-04 2.026
Cu-05 2.625

La esfera de coordinacion alrededor del ion Cu(ll) se puede describir como
un octaédro distorsionado, con los atomos N1, N2 y N3 provenientes del ligante, y
el atomo O4, proveniente de un anion nitrato, en el plano del octaedro. Las
posiciones axiales se encuentran ocupadas por los O1 y O5, correspondientes a los
aniones nitrato.

Los atomos de nitrégeno N1 y N2 coordinados al atomo de cobre(ll) forman
un anillo quelato de 6 miembros mientras que, los atomos de nitrdgeno N2 y N3
coordinados forman un anillo quelato de 5 miembros.

Como se puede observar, las distancias promedio de las posiciones en el
plano del octaedro son, en promedio, de 2 A, mientras que los oxigenos en las
posiciones axiales son mayores a dicho valor. Esto se debe al fenébmeno de
distorsion de Jahn-Teller de elongacion.

Por otro lado, la fig. 5.2.4.2. se muestra la estructura obtenida del andlisis por
difraccion de rayos X para el complejo [Cu(mimp)(NO3)2], de la misma forma, en la
tabla 5.2.4.2 se encuentran las longitudes de enlace de los &tomos dentro de la

esféra de coordinacion.
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Fig. 5.2.4.2. Estructura cristalina del complejo [Cu(mimp)(NO3)2] determinada mediante difraccion

de rayos X.

Para el caso del complejo [Cu(mimp)(NOs)2], su estructura cristalina consiste
en un catién de Cu(ll) coordinado de forma tridentada al ligante mimp, y dos nitratos

coordinados: uno monodentado y otro bidentado.

Tabla 5.2.4.1. Distancias de enlace del complejo [Cu(mimp)(NOz);] determinadas mediante
difracciéon de rayos X

Enlace Distancia [A]
Cu-N3 1.963
Cu-N5 2.066
Cu-N6 1.983
Cu-01 2.026
Cu-02 2.665
Cu-04 2.293
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La geometria alrededor del atomo de cobre se describe como un octaedro
distorsionado, en la cual los &tomos N3, N5, N6 y O1 se encuentran en el plano del
octaedro, y los atomos O2 y O4 se encuentran en las posiciones axiales del
octaedro. Los 4tomos de nitrdgeno N3, N5 y N6 coordinados al atomo de cobre(ll)
forman dos anillos quelato de 5 miembros cada uno.

Al igual que para el complejo [Cu(miep)(NO3):], los valores de distancias de
enlace se encuentran alrededor de 2 A, con excepcion de los atomos en posicion
axial, estos presentan distancias de enlace mayores a 2 A derivado de la distorsion

de Jahn-Teller de elongacion.

5.3. Especiacion en disolucion de los sistemas L/[Cul]

El estudio del predominio de especies a lo largo de la escala de pH resulta ser de
gran importancia, ya que los estudios cataliticos en funcion del pH de los complejos
se llevan a cabo en disolucion. Debido a esto, conocer la naturaleza de las especies
predominantes a las condiciones cataliticas brindan informacion util para la
interpretacion de los resultados posteriores.

En los siguientes apartados se discutiran los resultados obtenidos de la
determinacién de constantes de acidez para los ligantes, asi como las constantes
de formacion y de hidrdlisis para los complejos.

A causa de la emergencia sanitaria que presenta el pais debida al SARS-
CoV-19, y a la subsecuente enfermedad que provoca: COVID-19; los experimentos
de la determinacion de los pKa y constantes de formacion e hidrdlisis para el
complejo [Cu(mimp)]?* no se concretaron. En el apartado 5.3.1 y 5.3.2 se discutiran

Unicamente los resultados para el complejo [Cu(miep)]?*.

5.3.1.Determinacion de las constantes de acidez (pKa)

Las constantes de acidez de los ligantes son necesarias para la determinacién de
las constantes de formacion y de hidrélisis de los complejos, por lo cual, se

comienza por la determinacién de dichos parametros.

55



El ligante posee 3 sitios de protonacion, provenientes de los 3 atomos
donadores por nitrogeno (figura 5.3.1.1); por tal motivo, se preparan disoluciones
acidas de concentracion 3mM, 4mM y 5mM del ligante con un exceso de acido para

asegurar su completa protonacion.

~ L
| "

(Hamiep)®*
Fig. 5.3.1.1. Estructura del ligante miep protonado en sus tres sitios posibles.
Cada una de las disoluciones preparadas se titularon por triplicado con NaOH
estandarizado con adiciones de 0.01 mL a temperatura de 25 °C y fuerza iénica 0.1

mol L1, preparada con KCI.
14
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Fig. 5.3.1.1. Curvas de titulacion de una disolucion de: a) 1 eq. de miep + 4 eq. H* (¢) y 4 eq. de H*
(%)
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En la fig. 5.3.1.1, se aprecia que la parte final de la curva de titulacién del
ligante coincide ligeramente con la curva de titulacion de 4 eq. de &acido nivelado, lo
gue asevera que los equivalentes de acido agregados a la disolucion del ligante se
titularon por completo.

También se aprecia que el pH de inicio de titulacion para el acido nivelado es
menor que para el ligante, esto se debe a que a pesar de tener el mismo nimero de
equivalentes (acidez total), la concentracion de iones H* (acidez libre) es distinta. El
ligante, al ser un &cido débil, no se disocia completamente, por lo que el pH en el
medio es mayor, en comparacion con el acido clorhidrico que, al ser un acido

nivelado, se disocia completamente teniendo un pH mas acido.

El tratamiento de los datos potenciométricos obtenidos se analizaron
mediante el programa Hyperquad 2003; con el cual, al proponer un modelo que
considera el equilibrio de formacion de las especies acidas se obtienen valores de
logB para cada uno de los ligantes. En la tabla 5.3.1.1 se presentan los valores de
logB y pKa para el ligante, asimismo, en la fig. 5.3.1.2 se encuentra la captura de
pantalla del ajuste de las constantes de acidez para el ligante miep en el programa
Hyperquad 2003.

Tabla 5.3.1.1. Valores de las constantes sucesivas de formacién y pKa para el ligante miep

determinadas mediante potenciometria a 25 °C y fuerza iénica | = 0.1 mol L.

By iy o= IFerLI[H']
[HyL]
miep
logKw=-13.93
logB11 = 8.77 pKa® = 8.77
logB2,1 = 14.54 pKa® = 5.80
logBa,1 = 17.42 pKa® = 2.88

57



= Model data from D:\Documents... |- | /%

Temperature/'C |25 [ Weighting schewe
M aximum numker I_ automabe (%

of iterations disgenal Y Manual fitting of potentiometric data |Z| E| S
Excesive B hmt I'_| 1 relstve Seroon Copy tocletowd, 0 |
@ lisd o on s
w pioloct " Masievised = 12907 —————
Ldi © Cascade Feslot Dt 15 14 13
Botar | Model seiectie | Shaw [T ove
curve' curve no. £ - LIMMAM
Add B | Remove B | AddReagent I point 1753, Tie 165
W Irchided in caloudatans
Fomda Logbeta H  miep £ 00
M, A3S67 A 0 refne al f AL
Hmiep  BTTI4EY 1 refine My 007
Honep 1484311 2 1 relne Hmiep 39292
Hynep 1741757 3 1 refne | hwiep 0794
Hymiep 0000
od
-
\ | ":.;
- ®
3 | H
Ta q
I E
2
f #
Curve Label PFSUUE Add cunee [
ribal volawe/md - 25 Rernovs cuve i !
Yolme eror 0033 Impaet cueve: E ’
[Electiode name dass |
Tiration condbons ] Ebcnndemlmg:| l|lmhond-eh| J Y ;
b Wi
o | e |
Total milmoles H 1A} hard 54
Total nilenoles miep 50721156 02 censtant -
Buetle conc /M H 0099425  constant nod
fmiep 1] conglant N
=00 500 2500 3500
Dot nuMber

A continuacion, se presente el diagrama de fraccion molar distributiva:
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Fig. 5.3.1.2. Diagrama de fraccion molar distributiva del ligante miep a 25 °C y fuerza iénica 0.1 mol
L.

Del tratamiento de datos de las titulaciones se lograron determinar tres
constantes de acidez para el ligante miep.

A pesar de que los estudios potenciométricos realizados no brinden
informacion sobre la asignacion de cada valor de pKa para cada uno de los sitios,
es posible proponerlos basandonos en los valores de la literatura. Como sabemos,
la molécula del ligante miep contiene grupos piridinicos, los cuales presentan un
valor de pKa alrededor de 5.0; el pKa de los sistemas que contienen grupos
imidazdlicos presentan valores cercanos a 7.0; y por ultimo, las aminas terciarias
tienen un valor de pKa de aproximadamente 10.0. Con estos datos, se presenta en

la fig. 5.3.1.3 las asignaciones respectivas.
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Fig. 5.3.1.3. Propuestas de asignacion de valores de pKa obtenidos para el ligante miep: (1) 8.77,
(2) 5.80y (3) 2.88.

5.3.2. Determinacion de las constantes de formacién e hidroélisis

del complejo [Cul]?*

Para la determinacion de las constantes de formacién e hidrdlisis del complejo se
sigue una metodologia similar a la de la determinacion de las constantes de acidez
del ligante.

Se realizan titulaciones potenciométricas de disoluciones de 3 a 5 mM de los
complejos dinucleares formados in situ con 4 eq. de 4cido nivelado, 1 eq. del ligante
y 1 eq. de una disolucion estandarizada de Cu(ll). Dichas disoluciones se titularon
con NaOH previamente estandarizada a una temperatura de 25 °C y una fuerza
ionica de 0.1 mol L.

En la fig. 5.3.2.1 se presenta la curva de titulacion potenciométrica del

complejo [Cu(miep)]?*, asi como, la curva de &cido nivelado y del ligante miep.
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Fig. 5.3.2.1. Curva de titulacion potenciométrica de: i. 1 eq. miep + 4 eq. H* (¢), ii. 4 eq. H* () y iii.
1 eq. Cu®,1eq. miepy 4 eq. H* (m) a25°Cy fuerzaionica 0.1 mol L.

De la grafica de titulacion del sistema con el ligante miep (fig. 5.3.2.1)
podemos discutir que, comparando la zona inicial de las titulaciones, se aprecian
nuevamente diferencias en los valores de pH iniciales, siendo estos valores iguales
parala curvaiy iii; el valor de pH inicial para la curva ii es menor, debido a la acidez
libre en cada una de las disoluciones.

Un valor de pH inicial mayor para las curvas de titulacion i y iii se debe a una
menor cantidad de iones H* libres a consecuencia de la protonacion del ligante, esto
puede interpretarse como que el ligante debe desprotonarse para poder formar el
complejo. Sin embargo, al paso en el que el ligante comienza desprotonarse, éste
se coordina al catiéon de Cu(ll) formando la especie [Cu(Hmiep)]®*, por lo que la

curva de titulacion i y iii dejan de empalmarse dada la formacion de dicho complejo.
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Ademas, al comparar el transcurso de la curva ii y iii en funcién de los
equivalentes afiadidos de NaOH es notable la diferencia después de afadir 3.5 eq.
de OH-; este fendbmeno se le atribuye a la formacién del complejo [Cu(miep)]?*.

La hidrdlisis del complejo formado se logra distinguir entre 4 y 4.5 eq. de OH-

A partir de los datos obtenidos de las titulaciones potenciométricas y a su
vez, determinadas las constantes de acidez del ligante miep, se realiza el ajuste de
las constantes de formacion e hidrélisis de los complejos de Cu(ll) mediante el
programa Hyperquad 2003. Los resultados obtenidos se presentan a continuacion,
en latabla 5.3.2.1.

Tabla 5.3.2.1. Resultados de la determinacién de constantes de formacién e hidrdlisis de los
complejos [Cu(miep)]?* y [Cu(mimp)]** a25°C e |1 =0.1 mol L.

__[CulHL] o_ [CuZ (H0), (OH)IH']
U T HPILP @~ [Cu,L(H,0),,,(OH)__]

[Cu(miep)]?*

logKw =-13.9
logB101=11.19
logB111=14.31
logBs-11= 2.24 pKa® = 8.95
logBi1,-21=-9.38 pKa® =11.62

Adicionalmente, el la fig. 5.3.2.2 se presenta una captura de pantalla del
ajuste de tres curvas de valoracion refinadas simultaneamente para obtener los
valores presentados en la tabla 5.3.2.1.
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Por otro lado, en la figura 5.3.2.3 se presentan los diagramas de fraccion

molar distributiva construidos a partir de las constantes de formacion e hidrélisis

determinadas.
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Fig. 5.3.2.3. Diagramas de fraccién molar distributiva para el complejo [Cu(miep)]?* a 25 °C y fuerza
iénica 0.1 mol L.

Como se puede observar en el diagrama, el complejo [Cu(Hmiep)]** alcanza
a formarse en un maximo de 36% a un pH alrededor de 3.2, sin embargo, nunca
predomina ya que a este mismo valor de pH la proporcion el complejo [Cu(miep)]?*
es similar.

Por otro lado, la especie [Cu(miep)]?* si alcanza un predominio de
practicamente el 100% sucede en el intervalo de 5.5 < pH < 6.7, las especies
hidrélizadas [Cu(miep)(OH)]* y [Cu(miep)(OH)z] comienzan a predominar en pH

mayor a 9y 12, respectivamente.
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5.4. Estudios cinéticos de los complejos [Cu(miep)]?* y
[Cu(mimp)]?*

Con el objetivo de evaluar la actividad catalitica de los complejos de Cu(ll), como
catalizadores en el acoplamiento oxidativo del o-aminofenol (OAP) para dar como
producto 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona (actividad fenoxazinona sintasa). La reaccién
catalitica se monitorea mediante espectroscopia UV-vis a una Amax de 430 nm,
correspondiente a la absorcion de la fenoxazinona, en los primeros instantes de la
reaccion.

En el estudio catalitico, intervienen diversos factores que deben ser

controlados a lo largo de la experimentacion, como son:

e Temperatura: este parametro se controla colocando las disoluciones en un

bafio de agua a 25 °C y con un peltier cuando se realiza el estudio cinético
en el espectrofotometro UV-vis.

e Medio de reaccion: se emplea un medio MeOH:H20p1 (1:1) en todas las

disoluciones, ya que el OAP es poco soluble en agua.
e pH del medio: las soluciones se amortiguan con una serie de distintos buffers
en medio MeOH:H20pH (1:1). La relacion [Buffer]:[Complejo], va de 830 hasta

5000, por lo que se asegura de que las especies presentes al pH impuesto,
son las responsables de dicha actividad. Por otro lado, la relacion
[Buffer]:[Sustrato] va desde 15 hasta 1000. Debido a que la solubilidad del
buffer no es posible preparar disoluciones de mayor concentracion.

e Concentracion de O2 en la solucidon: se mantiene relativamente constante,

con el Oz disuelto del aire a 586 mmHg, presion de la Ciudad de México.

En el estudio de la actividad catalitica, como primera aseveracion se propone
emplear el modelo cinético de Michaelis-Menten, debido a que estudios de actividad
fenoxazinona sintasa que presentan muchos complejos bioinspirados de Cu(ll)
reportados en la literatura presentan un dicho comportamiento.*” Cabe destacar que
para emplear dicho modelo se debe realizar una serie de experimentos previos para
establecer las condiciones adecuadas para proponer dicho modelo enzimatico.

Primeramente se realiza una gréfica de la variacion de la velocidad inicial en funcion
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del pH, lo que nos permite determinar un valor de pH en el que el proceso oxidativo
es Optimo y a su vez, nos ayuda a proponer una especie activa capaz de catalizar
el acoplamiento del 2-aminofenol. Posteriormente, se realiza una grafica de la
variacion de la velocidad inicial en funcién de la concentracion de catalizador, con
la finalidad de poder aseverar que el modelo de Michaelis-Menten puede emplearse;
se espera que esta grafica presente un comportamiento lineal. Por ultimo, se evalta
la variacion de la velocidad inicial frente a la variacion de la concentracion de
sustrato de acuerdo al modelo matematico de Michaelis-Menten para determinar los

parametros cinéticos: Kwm, Kcat Y Kcat/Km.

En los siguientes apartados se presentara los resultados obtenidos de los
estudios cinéticos de la reaccion de acoplamiento oxidativo del OAP, empleando

como catalizadores [Cu(miep)]?* y [Cu(mimp)]?*.

5.4.1. Variacion de la velocidad inicial en funcion del pH

Se sabe que el pH del medio puede modificar la esfera de coordinacién de Cu(ll)%?,
por ende, resulta relevante realizar el estudio del efecto de la variacion de la
velocidad inicial en funcién del pH para los complejos de este trabajo; en este caso,
se mantuvieron constantes las concentraciones de OAP (2 mmol L), de catalizador
(0.04 mmol L) y buffer (0.016 mol L1); y se emplearon distintos pares acido-base
para amortiguar el pH en un intervalo de 7.0 < pH < 9.5; las especies empleadas
para el amortiguamiento del pH se encuentran en el apartado 7.6.1.

En la fig. 5.4.1.1 se presenta la grafica de la variacion inicial en funcion del
pH para el sustrato sin catalizador (¢), sustrato con [Cu(miep)]?* () y sustrato con
[Cu(mimp)]** (o).
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Fig. 3.4.1.1. Gréfica de la variacion de la velocidad inicial (Vo) en funcion del pH para (¢) OAP (2
mmol L) + Buffer (0.016 mol L'1); (¢) OAP (2 mmol L) + [Cu(miep)]?* (0.04 mmol L) + Buffer
(0.016 mol L'Y) y (¢) OAP (2 mmol L) + [Cu(mimp)]?* (0.04 mmol L) + Buffer (0.016 mol L1).

Se encontr6 que la oxidacion del OAP en ausencia de catalizador no depende
significativamente del valor del pH del medio, ya que para que ocurra el
acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol debe de existir el anion fenolato y este, no
se encuentra en cantidades apreciables en el intervalo de trabajo debido a que el
valor de pKa es 9.97%%; sin embargo, la presencia de los catalizadores repercute en
un incremento significativo de la velocidad inicial a valores de pH superiores a 8.0
en ambos casos.

En la figura 3.4.1 se puede notar lo siguiente:
I Para ambos catalizadores se observa un maximo en la velocidad inicial a
pH 9.5.
. La mayor actividad catalitica es del complejo [Cu(miep)]?*.

iii. A pH 8.5 existe una mayor diferencia en las velocidades iniciales.
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Al relacionar estos resultados con los diagramas de distribucion de especies
presentados en el apartado 5.3.2, podemos observar que la especie hidroxilada del
complejo con el ligante [Cu(miep)]?* comienza a formarse aproximadamente a pH
de 7, sin embargo su predominio comienza a pH superior a 9.0, debido a esto, se
propone que la especie por la cual se exhibe una alta actividad catalitica al pH de
9.5 es el complejo [Cu(miep)(OH)]* a pesar de que exista una fraccion considerable
del complejo [Cu(miep)]?*.

Los estudios posteriores se realizaron a pH 8.5, para comparar la diferencia
de la actividad catalitica en dicho salto significativo y a pH 9.5 para asegurar el
predominio de la especie activa.

Por otro lado, como ya se hizo mencion, debido a la contingencia sanitaria,
no se pudieron determinar las constantes de formacion para el complejo
[Cu(mimp)]?*, sin embargo, los estudios presentados mas adelante para dicho
catalizador se realizaron a pH 8.5 y 9.5, basandonos en el comportamiento
presentado en la figura 3.4.1, en donde se propone que la especie activa sea

también [Cu(mimp)OH]* debido al incremento de la Vo frente a la variacion del pH.

5.4.2. Variaciobn de la velocidad inicial en funcién de la

concentracion del catalizador

Este experimento es de suma importancia para conocer el orden de reaccién con
respecto al catalizador ya que, si este presenta una relacion proporcional entre la
velocidad inicial y la concentracion de catalizador, la reaccion sera de primer orden;
este comportamiento es una condicibn necesaria para emplear el modelo
matematico de Michaelis-Menten.

Los estudios se realizaron a una temperatura de 25 °C en una mezcla de
MeOH:H20pH (1:1) y valores de pH 8.5 y 9.5 para ambos catalizadores. Estos
valores de pH se tomaron con base en el estudio presentado en el apartado 5.4.1
donde, a pH 8.5 existe un incremento significativo de la velocidad inicial y, a pH 9.5,

se da el méximo valor de velocidad inicial en el intervlo de pH de trabajo.
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Se amortigu6 el pH con una disolucién de buffer CHES 0.1 mol L, la concentracion
de sustrato fue de 2 mmol L y se fue variando la concentracién de los complejos
de cobre (1) de 0.02 — 0.1 mmol L. Las graficas obtenidas asi como su ajuste lineal

se presentan a continuacion:

7x107
A [Cu(miep)]* pH=8.5
B [Cu(miep)]” pH = 9.5
6x10° 71 v [Cu(mimp)’pH=85
¢ [Cu(mimp)* pH=9.5
5x107 A
A
. 4x107 1
‘n
Z. 35107 A
o
>
2x107 v
A v
7
1X10 = v
v
0 I ! I ! I ! I ! I

2.0x10° 4.0x10° 6.0x10° 8.0x10° 1.0x10™
[CuL]* [mol L]

Fig. 5.4.2.1. Grafico de la dependencia de la velocidad inicial de reaccién en funcién de la
concentracion de: [Cu(miep)]?* a pH 8.5 (A) 9.5 (M); [Cu(mimp)]** apH 8.5 (V) y 9.5 (®) en
MeOH:H20p+ (1:1) a 25 °C.

Se encontr6 una dependencia lineal entre la velocidad inicial y la
concentracion de catalizador; esto indica que el orden de reaccion en el intervalo de
concentraciones estudiadas es de primer orden para ambos catalizadores. Dicho
esto, la ecuacion de velocidad se expresa como:

V = kobs[[CUL]?*]
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En donde kobs €s una constante de velocidad y [[CuL]?*] es la concentraciéon del
catalizador.

Los valores de kobs, correspondiente a la pendiente de la recta, asi como el
valor del coeficiente de determinacion se presentan en la tabla 5.4.2.1 para ambos

catalizadores.

Tabla 5.4.2.1. Valores de la kobs y €l coeficiente de determinacion para los complejos en medio
MeOH:H20pH.

Catalizador pH Kobs [X1073 57 o [x103s?] r?
[Cu(miep)(OH)]* 8.5 3.57 0.14 0.994
9.5 5.61 0.14 0.998
[Cu(mimp)(OH)I* 8.5 1.88 0.042 0.998
9.5 4.32 0.14 0.996

De acuerdo con los resultados presentados en la tabla 5.4.2.1, se afirma que
para evaluar la actividad catalitica de los complejos se puede emplear el modelo de
Michaelis-Menten, ya que los coeficientes de correlacion son r2 > 0.99.

Ademas, los resultados de la tabla 3.4.2 muestran que, el complejo
[Cu(miep)]?* es el catalizador que presenta una kobs mayor, comparando los mismos
valores de pH. Esto puede atribuirse a que en su estructura dicho complejo presenta
un anillo quelato de 6 miembros, en comparaciéon con el complejo [Cu(mimp)]?*, lo
gue le confiere una mayor flexibilidad para que ocurra el rearreglo geométrico entre
los cambios de oxidacién de Cu" a Cu'. De esta forma, el complejo [Cu(miep)]?*
transforma un mayor nimero de moléculas de sustrato a producto en un menor

tiempo, en comparacion con el complejo [Cu(mimp)]?*.
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5.4.3. Variacion de la velocidad inicial en funcién de la

concentracion del sustrato

El modelo enzimatico de Michaelis-Menten considera que la reaccion catalitica
global esta constituida por dos etapas. En la primer etapa se forma un complejo
entre el catalizador (Cat) y el sustrato (S), formandose el complejo catalizador-
sustrato ([CatS]); y en la segunda etapa, el complejo formado se descompone en el

producto (P) y el catalizador que se regenera, de acuerdo al siguiente esquema:
K1 ka

Cat + S [CatS] ——— P + Cat
k.1
La velocidad de reaccion se representa de la siguiente manera:
d[P]
— =k
dt 2[CatS]

Para emplear el modelo de Michaelis-Menten, la velocidad de la reaccidén debe ser
evaluada en los primeros instantes (velocidad inicial), cuando la concentracion del
producto es minima, y por lo tanto la reaccion inversa puede considerarse
insignificante. Se plantea que la reaccion es irreversible ya que el producto no
vuelve a ligarse con el catalizador una vez que se efectla la reaccion.

Con estas consideraciones, se puede emplear la aproximaciéon del estado
estacionario, ya que la concentracion formada del complejo [CatS] es pequefiay se
mantiene casi constante a lo largo de la reaccion, esto significa que las velocidades
de formacién y de disociacion de [CatS] son iguales, obteniéndose asi la ecuacion
1.

d[CatS
% = k¢[Cat][S] - k4[CatS] - k;[CatS] = 0 Ec. 1
Si se despeja [CatS] de la ecuacion 1, se obtiene:
_ i[CatllS] Ec o
[CatS] = Tk

Y se asume que en la reaccion catalitica, la concentracion del catalizador libre es
igual a la concentracidn inicial del catalizador menos la concentracion del complejo
[CatS] formado:

[Cat]=[Cat]o-[CatS] Ec. 3

Sustituyendo la ecuacion 3 en la ecuacién 2, se obtiene:

Ec. 4
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ki([Cat], - [CatS])[S]
K. + ko

Se define entonces la relacion entre las constantes cinéticas como la constante de

[CatS] =

Michaelis-Menten, Kwm:

_kqit ko Ec.5
Entonces:
Cat], - [CatS])[S
Catg) = (Gt - [CatSIIS] Ec. 6
Km
Reordenando la ecuacion 6, tenemos que:
Ku[CatS] = [S][Cat]0 - [CatS][S]
_ [Cat],[S]
[CatS] = W Ec. 7
Se define entonces la velocidad de la reaccién como:
dP
- = Ec. 8
m ko[CatS]
Si sustituimos la ecuacion 7 en 8, obtenemos:
dP _ [Cat],[S] Ec. g

dt " Ky+ST
La velocidad maxima a la que la reaccion puede llegar ocurre cuando todo el
catalizador se encuentra unido al sustrato, [Cat]o = [CatS]:

Vinax = k2[Cat]0 Ec. 10
Asi finalmente obtenemos la expresion del modelo matematico de Michaelis-

Menten:

_, s
(0] max KM + [S]

La constante k2 también conocida como constante catalitica, kcar, 0 niUmero de

\ Ec. 11

recambio, nos indica el nimero de moléculas de sustrato transformadas en producto
por unidad de tiempo por molécula de catalizador.

De acuerdo al modelo enzimatico de Michaelis-Menten, la constante Kuw,
indica la afinidad de la enzima por el sustrato. El parametro cinético Km relaciona las

constantes cinéticas del proceso catalitico global, dado que ka2<<ki, entonces la
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. k. . ., .
constante se reescribe como k—1 siendo esta constate una relacion equivalente al
1

equilibrio de disociacion del complejo [CatS]. Dicho esto, tener valores elevados de
Kwm indica una baja afinidad del catalizador por el sustrato, mientras que, valores
bajos de Km representan una gran afinidad del catalizador por el sustrato.

Los parametros Km y kcat SONn caracteristicos del proceso catalitico. El cociente

k . .. . e , e,

Kc—at se define como la eficiencia catalitica y es otro parametro cinético que engloba
M

todo el proceso catalitico; tanto el equilibrio de formacién de [CatS], como la

transformacién de sustrato a producto. Ademas, este cociente se emplea para

comparar la actividad catalitica de diversos sistemas biomiméticos.

Dicho esto, una vez determinado el orden de reaccion respecto a la
concentracion de catalizador, se realiz6 el estudio de la variacion de la velocidad
inicial en funcion de la concentracion de OAP. El estudio se realiz6 nuevamente en
la mezcla MeOH:H20pH (1:1), a 25 °C, manteniendo constante el pH (0.1 mol L%, pH
de 8.5y 9.5) y la concentraciéon de catalizador (0.4 mmol L). El intervalo de
concentraciones de OAP empleado fue de 0.1 - 6 mmol L1, para ambos complejos.

En la fig. 5.4.3.1 y 5.4.3.2 se presentan las curvas de velocidad inicial en
funcién de la concentracion de sustrato para ambos catalizadores a pH 8.5y 9.5,

asi como su ajuste hiperbdlico o hiperbola mas recta, segin sea el caso.
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Fig. 5.4.3.1. Gréficos de velocidad inicial en funcién de la concentracion de OAP para el complejo [Cu(miep)]?* a 25°C en MeOH:H-0 (1:1) a pH:
8.5(a)y 9.5 (®) y [Cu(mimp)]?* a 25°C en MeOH:H20 (1:1) a pH: 8.5 (¥v) y 9.5 (#). r
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En la fig. 5.4.3.1, el grafico verde presenta un comportamiento hiperbdlico,
en el cual, a concentraciones bajas de sustrato [OAP] < 1 mmol L™, se observa que
hay una variacion en la velocidad inicial, sin embargo, a concentraciones superiores
a 1 mmol L, esta velocidad inicial comienza a mantenerse constante, lo que nos
inidica que el catalizador lleg6 a su saturacion. Por otro lado, en los graficos morado,
rosa y azul, siguen el modelo matématico de Michaelis-Menten antes de la
concentracion 1 mmol L1, y después de esta concentraciéon el modelo adopa una
relacion proporcional. Realizando el ajuste hipérbola+recta para las curvas de color
rosa, morada y azul e hipérbola para el grafico verde con la ecuacion de Michaelis-
Menten (ec. 11), obtenemos los parametros cinéticos Kwm, Keat Y Vmax, 10S cuales se
encuentran a continuacion:

Tabla 5.4.3.1. Parametros cinéticos del ajuste no lineal de la reaccién de acoplamiento oxidativo del
OAP en MeOH:H20pH a 25 °C.

Ef. catalitica
K (o) Vmax k
Catalizador pH i " C CT (Kcat/Km)
M) M] [Ms] [s7] M s
_ 8.5 2.16x10* 6.48x10° 1.16x107 2.9x1073 13.42
[Cu(miep)]?*
9.5 1.76x10* 2.30x10° 5.68x10¢8 1.42x1073 8.07
_ 8.5 1.35x10* 3.76x10° 5.34x10°% 1.34x10° 9.92
[Cu(mimp)]?*
95 3.56x10* 4.40x10° 1.61x107 4.02x103 11.29

Los valores de los parametros cinéticos presentados en la tabla anterior se
pueden comparar en cuatro vertientes: afinidad de la enzima por el sustrato (Kw),
velocidad de la reaccion (Vmax), la transformacion de sustrato a producto (keat) y la
eficiencia del catalizador (Kcat/Kwm).

De los resultados obtenidos en la tabla 5.4.3.1 a pH 8.5 para ambos complejos, se

puede discutir lo siguiente:
e El complejo [Cu(mimp)]?* presenta una mayor afinidad por el sustrato bajo
dicho valor de pH, por lo que se obtiene una Km menor, en comparacion con

el complejo [Cu(miep)]?*. Una de las diferencias estructurales entre los dos
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catalizadores es el numero de miembros en el anillo quelato que se
describieron en el apartado 3.2.4. Posiblemente un anillo quelato de 5
miembros aumente la dureza del centro metalico y por ende aumente la
afinidad por el sustrato fendlico que tiene naturaleza dura.

Los valores de kcar bajo las condiciones antes mencionadas de pH, el
catalizador [Cu(miep)]?* puede llevar a cabo la transformacion del complejo
[CatS] a producto mas rapidamente, esto debido a que en su estructura
presenta una cadena alifatica mayor lo que desemboca en un aumento en el
namero de miembros del anillo quelato lo que le confiere una mayor
flexibilidad para los cambios de geometria en los estados reducidos de Cu'a
Cu'.

La mayor eficiencia catalitica (kca/Km) la posee el catalizador [Cu(miep)]?* en
un 35% mas con respecto al complejo [Cu(mimp)]?*, a pesar de que dicho
complejo no presente un sitio activo tan afin al sustrato. En el complejo
[Cu(miep)]?*, el numero de recambio repercute positivamente en el
parametro, pues bajo las condiciones de trabajo resulta mas relevante las

propiedades estructurales que la presencia de especies hidrolizadas.

A continuacion, se discutiran los datos obtenidos en la tabla 5.4.3.1 bajo condiciones

de amortiguamiento de pH igual a 9.5:

Para el parametro de afinidad del catalizador por el sustrato, el menor valor
de Kwu lo posee el complejo [Cu(miep)]?*, dicho valor es 2 veces menor que
el obtenido para el complejo [Cu(mimp)]?*, esto se debe a que, en
comparaciéon con el pH 8.5, al pH de trabajo se tiene un predominio de la
especie [Cu(miep)(OH)]* la cual de acuerdo con los resultados presenta un
sitio mas afin al sustrato.

El nimero de recambio del catalizador [Cu(mimp)]?* es 2.8 veces mayor que
el del complejo [Cu(miep)]?*, esta diferencia puede deberse a que en el valor
de pH de trabajo la especie hidrolizada [Cu(mimp)(OH)]* se encuentra en un
porcentaje mayor al 77%, que es el porcentaje que se tiene de la especie
[Cu(miep)(OH)]*, lo que repercute en la facilidad del complejo [Cu(mimp)]?*

para convertir un namero mayor de moléculas de sustrato a producto en el
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mismo tiempo. Adicionalmente, a pH 9.5 existe la especie dihidrolizada

[Cu(miep)(OH)z] en una proporcion del 1%, lo que podria ocasionar una

disminucion en el valor de Kecat.

e Por Ultimo, el complejo [Cu(mimp)]?* presenta una eficiencia catalitica del
40% mas con respecto al complejo [Cu(miep)]?*, esto a pesar de que el
complejo [Cu(miep)]?* presente un valor de Km menor. De acuerdo con lo
discutido, la caracteristica mas impactante bajo estas condiciones es el grado
de hidrdlisis que presenta el complejo sin importar su estructura.

En conclusion, estos dos comparativos realizados nos muestran que a un valor de
pH de 8.5, los factores estructurales juegan un papel muy importante, pues
promueven un valor mayor de eficiencia catalitica; por otro lado, a un pH de 9.5, la
especiacion de los complejos en disolucién toma mucha mas relevancia, pues la
presencia de especies dihidrolizadas ocasiona una inhibicion en la actividad
catalitica; dicho esto, la eficiencia catalitica de la reaccion de acoplamiento oxidativo
del o-aminofenol mediada por los complejos [Cu(miep)]?* y [Cu(mimp)]?* depende
rotundamente del valor de pH que se emplee.

Por ultimo, de acuerdo a los resultados presentados en la tabla 2.3.2.1 del
apartado 2.3.2, podemos inferir de manera preliminar que, el ligante dinuclear
[Cuz(diep)]** es 27% mas eficiente que su analogo monuclear [Cu(miep)]?* bajo las
mismas condiciones de trabajo, lo que nos indica que la presencia de un segundo
atomo en la estructura del catalizador influye rotundamente en la actividad catalitica

del mismo.
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6. Conclusiones

De la sintesis y caracterizacion de los ligantes y complejos de cobre (ll) presentes

en este trabajo podemos concluir que:

Mediante la reaccion de Mannich en medio basico se lograron sintetizar los
ligantes miep y mimp; asimismo, se caracterizaron mediante andlisis
elemental, espectroscopia IR y resonancia magnética nuclear de proton,
encontrando que ambos ligantes contienen 2 moléculas de agua.

Los dos ligantes son capaces de formar complejos mononucleares
mezclandolos en cantidades estequiométricas de Cu(NOz3)22.5H20.

De acuerdo con la caracterizacion de los complejos [Cu(miep)(NOs)2] y
[Cu(mimp)(NOs3)2] en estado solido mediante difraccion de rayos X, se sabe
gue la geometria que presentan cada centro metalico es octaédrica
manifestando una notable distorsion de Jahn-Teller de elongacion.

De los estudios potenciométricos podemos concluir que:

El ligante miep presenta 3 constantes de acidez, ademas de que las tres
especies son estables en toda la escala de pH.

La formacién del complejo [Cu(miep)]?* es predominante en el intervalo 5.5
<pH <6.7; asimismo, a un pH > 9.0, las especies hidrolizadas comienzan a

predominar.

De los estudios cinéticos se concluye lo siguiente:

Los complejos [Cu(miep)]?* y [Cu(mimp)]?* sintetizados presentan actividad
fenoxazinona sintasa relevante a pH > 8.0.

Ambos complejos presentan orden de reaccion 1 frente a la reaccion de
acoplamiento oxidativo del 2-aminofenol, por lo que puede emplearse el
modelo de Michaelis-Menten.

Ambos complejos presentan actividad catalitica fenoxazinona sintasa similar.
La mezcla de especies [CuL]?* y [CUL(OH)]* a pH 8.5 es responsable del valor
de eficiencia catalitica para el complejo [Cu(miep)]?*. Por el contrario, la
presencia de especies del tipo [CuL(OH)z] repercute en la inhibicién de la

actividad catalitica.
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e El amortiguamiento del pH resulta ser relevante muy importante en la en el
estudio de la actividad catalitica de los complejos [Cu(miep)]?* vy
[Cu(mimp)]?*.

e La presencia de un segundo atomo de cobre(ll) dentro de la estructura

ocasiona un incremento de la actividad fenoxazinona sintasa.

79



7. Parte experimental

7.1. Sintesis del ligante miep

Se disuelve 4.64 g (40 mmol) de 2-etil-4-metilimidazol en 30 mL de metanol. A esta
mezcla de reaccion se le adicionan 5.7 mL (40 mmol) de 2-[(metilamino)etil]piridina,
4 mL (50 mmol) de formaldehido al 37% en agua. La disolucion se lleva a un pH
basico adicionando 2 mL (14 mmol) de trietilamina. La mezcla de reaccion se
calienta en un bafio de aceite a 60 °C. Al cabo de 24 horas, la disolucién pasa de
un color amarillo a un color naranja. El producto obtenido se concentra y se purifica

por columna en una mezcla MeOH/CHCIs (1:9). Se obtiene un aceite color &mbar.

7.2. Sintesis del ligante mimp

Se disuelven 1.16 g (10 mmol) de 2-etil-4-metilimidazol en 30 mL de metanol. A esta
mezcla se le adicionan 1.26 mL (10 mmol) de 2-[(metilamino)metil]piridina, 1.21 mL
(15 mmol) de formaldehido al 37% en agua. La disolucion se lleva a un pH basico
adicionando 2 mL (14 mmol) de trietilamina. La mezcla de reaccion se calienta en
bafio de aceite a 60 °C. Al cabo de 24 horas, la disolucion pasa de color amarillo a
color naranja intenso. El producto obtenido se concentra y se purifica por columna

con una mezcla de MeOH/CHClIs (1:1). Se obtiene un aceite color ambar.

7.3. Sintesis del complejo [Cu(miep)(NOs3)2]

En un vaso de precipitado se disuelven 29.4 mg (0.1 mmol) del ligante miep y se
adiciona una minima cantidad de MeOH. En otro vaso de precipitado se pesan
aproximadamente 23.2 mg (0.1 mmol) de Cu(NO3)202.5H20 y se disuelven en una
minima cantidad de MeOH. Una vez disuelto el ligante y la sal de cobre (Il), se
mezclan y se agita hasta homogeneizar. El vaso de precipitado se deja reposar para

gue se evapore el MeOH y se formen cristales.
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7.4. Sintesis del complejo [Cu(mimp)(NO3)2]

En un vaso de precipitado se disuelven 28 mg (0.1 mmol) del ligante mimp y se
adiciona una minima cantidad de MeOH. En otro vaso de precipitado se pesan
aproximadamente 23.2 mg (0.1 mmol) de Cu(NO3s)202.5H20 y se disuelven en una
minima cantidad de MeOH. Una vez disuelto el ligante y la sal de cobre (ll), se
mezclan y se agita hasta homogeneizar. El vaso de precipitado se deja reposar para

gue se evapore el MeOH y se formen cristales.

7.5. Equilibrios en disolucién

7.5.1. Preparacion y estandarizacion de solucidon estandar de
NaOH

Se midieron aproximadamente 100 mL de hidroxido de sodio de una disolucién 1
mol L1. Este volumen se entrega en un matraz volumétrico de 1.0 L y se agrega
H20 destilada (previamente hervida) c.b.p. 1.0 L.

Se emplea como patrén primario para la estandarizacién biftalato de potasio,

teniendo como resultado una concentracién de (0.09942 + 0.00077) mol L2,

7.5.2. Preparacion y estandarizacion de solucidon estandar de
HNO3

Se mide aproximadamente 5 mL de HNOs concentrado y se entrega en un vaso de
precipitado de 500 mL. Una vez adicionado el acido nitrico, se agrega H20 destilada
c.b.p. 250 mL.

De esta disolucion se toma una alicuota de 10.0 mL y se entrega en un vaso
de precipitado de 250 mL y se adiciona H20 destilada c.b.p. 100 mL. Esta disolucion
se titula por triplicado con la disolucién de NaOH previamente estandarizada.
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7.5.3. Preparacion de solucién patron de Cu?*

Se pesan 3.2 g (50 mmol) de alambre de Cu® estandar y se le adiciona 15 mL (0.2
mol) de HNOz (13.6 mol L1).

Por otro lado, se prepara 10.0 mL una disoluciéon 0.1 mol L?! de
Cu(NO3)2-2.5H20 y se mide el pH de esta solucion.

Una vez solubilizado todo el Cu®, se adiciona H20 destilada ¢.b.p 400 mLy a
esta solucion se le adiciona NaOH hasta ajustar el pH al de solucion de
Cu(NO3)2-2.5H20 (aproximadamente pH=5). Una vez ajustado el pH, se transfiere

a un matraz volumétrico de 500.0 mL y se le adiciona H20 destilada c.b.p 500.0 mL.

7.5.4. Determinacion de pKas

Se prepara una disolucién stock 0.1 mol L del ligante en cuestién, pesando 1 mmol
y disolviéndolo en 5 mL de una disolucién de KCI 0.1 mol L. Una vez disuelto, se
transfiere a un matraz volumétrico de 10.0 mL y se le adiciona solucién de KCl c.b.p.
10.0 mL.

De esta disolucion se entregan 2.0, 3.0 y 4.0 mL en tres matraces
volumétricos de 100.0 mL, ademas, se adiciona 0.6, 0.9 y 1.2 mL de HCI (1 mol L)
respectivamente. Finalmente se lleva al aforo con la solucién de KCI para mantener
la fuerza idnica. Cada una de las disoluciones se titulan por triplicado con NaOH
(0.099 mol LY).

7.5.5. Determinacion de log/4

Se pesan 0.2 mmol, 0.4 mmol y 0.6 mmol del ligante en cuestion y se disuelven en
20 mL de una solucién de KNOs (0.1 mol L!). Ademas, se adiciona 8.5, 16.8 y 25.3
mL de HNOs (0.095 mol L) respectivamente. Cada una de las soluciones se
transfieren a tres matraces volumétricos de 100.0 mL y se agrega KNOs c.b.p. 100.0

mL.
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Para la titulacion, se toman 25.0 mL de cada una de las disoluciones y se
entregan en la celda; a estas soluciones se les agrega 0.5, 0.7 y 1.5 mL,

respectivamente, de la solucién estandar de Cu(ll) y se titulan por triplicado.

7.6. Actividad catalitica

7.6.1.Variacion de la velocidad inicial en funcién del pH

Se prepara una solucién stock de catalizador 2 mmol Lt en MeOH/H20. De esta
disolucion se entregan 0.4 mL en siete matraces volumétricos de 10.0 mL y se les
adiciona 4.0 mL de buffer (0.08 mol L1) a distintos pH. A estas disoluciones también
se les agrega 4.0 mL de MeOH grado espectroscépico para mantener la proporcion
MeOH/H20pH.

A continuacion, se presenta la tabla de los distintos buffers a los distintos

valores de pH de trabajo.

Tabla 5.6.1.1. Buffer empleado y valores de pH de trabajo.

Buffer pH
MES 7.0

7.5

HEPES 8.0
8.5

9.0

CHES 95
10.0

Ademas, se prepara una disolucién de sustrato (OAP) de concentracion 8
mmol L. Cabe destacar que todas las concentraciones en el momento en el que

se encuentran en la celda del espectrofotometro se diluyen a la mitad.
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7.6.2.Variacion de la velocidad inicial en funcién del catalizador

Se prepara una disolucion buffer 0.5 M a pH 9.5 en H20 destilada. Adicional a esta,
se prepara una disolucién en MeOH/H20 de OAP de concentracién 8 mmol L.

Por otro lado, se prepara una disolucién stock de [CuL]?*, pesando 0.02 mmol
del ligante en cuestién, se disuelven en 2.0 mL de MeOH y se afiaden 2.0 mL de
H20 destilada; se adicionan 0.2 mL de la disolucion estandar de Cu(ll) y enseguida
se afladen 0.2 mL de MeOH para mantener la proporcion 1:1. La mezcla se
transfiere a un matraz volumétrico de 10.0 mL. Se afiade mezcla MeOH/H20 c.b.p.
10.0 mL.

A continuacion, se presentan los volumenes afiadidos de la disolucién stock
de catalizador, de buffer y la concentracion final de la misma.

Tabla 5.6.2.1. Volumenes agregados de disolucion stock de catalizador y de disolucién de buffer, asi
como la concentracion final de la mismas.

Vstock [cuL] [ML] Vbuffer pr=9.5 [ML] Cfina [mmol L]
0.2 4.0 0.04
0.4 4.0 0.08
0.6 4.0 0.12
0.8 4.0 0.16
1.0 4.0 0.20
1.2 4.0 0.24

A los volumenes de buffer se les agrega adicionalmente un volumen igual de
MeOH para mantener la proporcion MeOH/H:2O0.
Todas las concentraciones se diluyen a la mitad en el momento en el que se

encuentran en la celda del espectrofotometro.
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7.6.3. Variacion de la velocidad inicial en funcion del sustrato

Primeramente, se prepara una disoluciéon stock de [CuL]?>* a pH 9.5, pesando 0.02
mmol del ligante en cuestion y afadiendo 0.2 mL de la disolucion estandar de Cu(ll).
Todos los volumenes de agua afiadidos deberan ser compensados con un volumen
igual de MeOH para mantener la proporcion MeOH/H20. Esta mezcla se transfiere
a un matraz volumétrico de 10.0 mL y se agrega mezcla MeOH/H20 c.b.p. 10.0 mL
Posteriormente se toman 4.0 mL de la disolucién stock de [CuL]?* y se entregan en
un matraz volumétrico de 100.0 mL, a esta disolucion se le agrega 40.0 mL de
disolucién buffer (0.5 mol L) y 40.0 mL de MeOH, se lleva al aforo con mezcla
MeOH/H20 c.b.p. 100.0 mL.

En el caso de las disoluciones de sustrato, se preparan 25.0 mL de una
disoluciéon stock 0.02 mol L't en MeOH/H20. En la tabla 5.6.3.1 se muestran los
voliumenes empleados de la disolucion stock de OAP y la concentracion final de las
mismas.

Tabla 5.6.3.1. Volumenes de disolucion stock utilizados en la preparacion de distintas disoluciones
de OAP.

Vstock oap [ML] Cfina [mmol L
0.1 0.2
0.4 0.8
0.6 1.2
1.0 2
2.0 4
3.0 6
4.0 8
5.0 10
6.0 12

Todas las concentraciones se diluyen a la mitad cuando se encuentran en la celda

del espectrofotbmetro.
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