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Abreviaturas

MeOH - Metanol

HPLC - Cromatografia de liquidos de alta resolucion (high-performance liquid
chromatography)

CHES - Acido N-ciclohexil-2-aminoetanosulfénico

HEPES - Acido 4-(2-hidroxietil-)-1-1piperazinetanosulfonico

Cumiep - Cu''miep

Cumimp - Cu''mimp

DTBC - 3,5-diterbutilcatecol

Kwm - Constante de Michaelis-Menten

vo - Velocidad inicial

vmax - Velocidad méxima

kcat - Constante catalitica

DTBQ - 3,5-diterbutilquinona

B - Constante de formacion global

Ka - Constante de acidez

Amax - Longitud de onda maxima

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

mimp - 1-(2-etil-4-metil-1H-imidazol-5-il)-N-metil-N-(piridin-2-il-metil)metanamina



1. Introduccidn

En el grupo de trabajo se han estudiado diversos compuestos de coordinacion de
cobre (II) con ligantes derivados del grupo imidazol como catalizadores
bioinspirados para reacciones de oxidacion de fenoles, encontrando una actividad
superior a la mayoria de los sistemas descritos en la literatura. Se ha encontrado
gue tanto las constantes de formacién globales de los complejos como las de
hidrélisis, son factores que influyen de manera importante en su actividad catalitica.
Otro factor importante para la actividad de los catalizadores de cobre (II) en las

reacciones de oxidacién, es precisamente su potencial redox, E°.

De los estudios cinéticos que se han realizado usando estos catalizadores mediante
el modelo de Michaelis-Menten, se ha observado que la familia de catalizadores
estudiados en el grupo presenta un valor de Km mas pequefio que la mayoria de los
sistemas reportados en la literatura. El parametro Km permite estimar la afinidad del
catalizador por el sustrato; entre mas pequefio sea su valor, se espera que dicha

afinidad sea mayor.

La reaccion utilizada dentro del grupo de investigacion y que, asi mismo, se utiliza
en la literatura para el estudio cinético de este tipo de catalizadores, es la reaccion
de oxidacion del 3,5-DTBC a 3,5-DTBQ.

La mayoria de los estudios realizados y publicados por el grupo hasta el momento
involucran catalizadores que son complejos dinucleares, pero recientemente se ha
comenzado un estudio comparativo entre la reactividad de éstos con la de sus
analogos mononucleares. Los ligantes mononucleantes estudiados en el presente
trabajo (figura 1), son los ligantes mimp y miep, analogos a dos ligantes dinucleantes
previamente trabajados, dimp y diep. A los respectivos complejos de cobre (I) de
dichos ligantes mononucleantes se les hizo un estudio en disolucién, determinando

asi sus constantes de formacion.



Posteriormente se les realiz6 un estudio de voltamperometria ciclica obteniendo asi
sus parametros electroquimicos y los potenciales redox del par Cu(Il)/Cu(l) en
dichos ligantes. Por ultimo, se realiz6 el estudio cinético obteniendo los pardmetros:

Kwm, Keat, Y Keat/Km; @si mismo se comparo con sus analogos dinucleares.

- N L
o A .

/N

/N mimp /N miep

Esquema 1. Ligantes mononucleantes estudiados en el presente trabajo; ligante corto

(izquierda), ligante largo (derecha).



2.

Marco teérico

El cobre es un metal de transicién ubicado en la primera serie de transicion dentro

del grupo 11, posee un numero atémico de 29 y una masa atémica de 63.55 g/mol,

su configuracion electronica es [Ar] 3d'%4s!. Este elemento se encuentra

ampliamente distribuido en la naturaleza en forma de diversos minerales, como la

azurita, la calcopirita y la malaquita; es un metal de color rojo y es ductil, y tiene una

alta conductividad térmica y eléctrica, propiedades las cuales son solo superadas

por las de la plata.

2.1.

Quimica de coordinacion y en disolucién del cobre

El cobre es uno de los pocos metales, ademas de los metales alcalinos, que
presentan un estado de oxidacién 1+. En disolucion acuosa es comudn
encontrar al cobre en forma de cobre (1) ya que el cobre (l) es inestable. [1]
Si bien se sabe la existencia de algunos compuestos sintetizados con un
estado de oxidacidén 3+ y se ha propuesto este estado de oxidacién como un
intermediario en algunas reacciones -cataliticas, los mas comunes Yy

representativos son el 2+y 1+.

El entorno quimico de cada estado de oxidacién es distinto, mientras que el
cobre (1) es considerado un &cido intermedio, el cobre (I) se considera un
acido blando por lo que este ultimo prefiere coordinarse a bases blandas tales
como el cianuro que tiene una nube de electrones que se puede polarizar,
también se coordina a compuestos azufrados, mientras que por el otro lado
el cobre (ll) presenta una fuerte coordinacién con ligantes que contienen

oxigeno, nitrdgeno o haldgenos. [1],[2]



2.1.1.

2.1.2.

Quimica de coordinacion del cobre (1)

El cobre (1), en ausencia de ligantes, tiene una vida media en agua muy
baja, debido a que dismuta en cobre (ll) y cobre (0). Generalmente sus
compuestos de coordinacion son incoloros, debido a que en este estado
de oxidacion el cobre perdié el unico electrén que se encontraba en el
orbital 4s, por lo que no hay transiciones electrénicas, a menos que el
ligante proporcione el color o este estimule la transferencia de carga. Otra
caracteristica es que al tener una configuracion electrénica d*° tiene todos
los orbitales d ocupados y sus electrones apareados, [1] como
consecuencia sus compuestos presentan propiedades diamagnéticas.
Sus numeros de coordinacion suelen ser 2, 3 y 4, con una geometria
lineal, trigonal y tetraédrica respectivamente. El cobre () se puede
estabilizar cuando se encuentra en sales bastante insolubles como el
cloruro de cobre (I) (CuCl), [3] asi como por bases blandas como el
cianuro (CN") y el yoduro (I). [4],[5]

Quimica de coordinacion del cobre (ll)

El cobre (I) por su parte posee a los compuestos de cobre mas
conocidos. En este estado de oxidacion el cobre tiene una configuracion
electrénica d°, teniendo asi sélo un electron desapareado, por lo que los
compuestos cupricos presentan propiedades paramagnéticas. Sus
compuestos presentan una banda de absorcién entre los 600 y los 900
nm, lo que se puede traducir como un color azul o verde en dichos
compuestos. Los numeros de coordinacidon mas comunes son el 4, 5y 6,
presentando una geometria cuadrada plana, piramidal de base cuadrada
y octaédrica distorsionada respectivamente. La distorsion en los
compuestos octaédricos se debe a la distorsion Jahn-Teller, esta
distorsion hace que los ligantes en las posiciones axiales estén a una
mayor distancia del centro metélico que aquellos ligantes en las

posiciones ecuatoriales. [3],[4],[5]



2.1.3.

En este estado de oxidacion es posible encontrar especies dinucleares,
en donde el momento magnético es menor a lo esperado debido a que

suelen aparearse los electrones de los dos atomos de cobre. [1]

Quimica en disolucion e hidrdlisis del cobre

La mayoria de las sales de cobre (ll) se disocian en agua para formar el
ion hexa-hidratado de cobre (II), [Cu(H20)6]?*, el cual tiene un color azul
caracteristico. Se puede ir sustituyendo al agua de la esfera de
coordinacion agregandole otros ligantes al medio como en el caso del
amoniaco (NHs), el cual va ocupando un espacio en la esfera de
coordinacion, desplazando asi a una molécula del agua. Una
consecuencia del efecto Jahn-Teller es que, debido al distanciamiento de
los ligantes en las posiciones axiales, las moléculas de amoniaco no
pueden ocupar estas posiciones debido a la débil atraccion con el centro
metalico, formando asi el complejo [Cu(NH3)a(H20)2]%*. [1],[4].[6]

El cobre presenta cuatro hidrdlisis consecutivas las cuales vienen

representadas por la siguiente expresion:

Cu?t +nH,0 S Cu(OH)2™ +nH*
 [CulOMZMH
" [Cu?+]
log(B,) =(n=1)—-75n=2)—-16.2;(n=3) —27.5;(n =4) —40.4

El cobre también se ve envuelto en una reaccion de precipitacion, la cual

se rige por la expresion del producto de solubilidad:

Cu(OH), | S Cu®*t +20H~ pKps = 19.32
Kps = [Cu®t][0H™]?



Tomando en cuenta ambos equilibrios, hidrélisis y precipitacion, se puede
elaborar un diagrama heterogéneo que describa las especies que

predominan a distintos valores de pH:

. L=oH]
6_
4_
- 2 4
n
>
S 04
|
2 Cu(OH),|
-4
Cu®*
64
1/CuL
N ity
CuL] cuL, ICuL|
-10 11— 111+t

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH

Figura 1. Diagrama heterogéneo de solubilidad del cobre y de predominio de

especies a distintos valores de pH.

Las lineas punteadas representan equilibrios homogéneos, es decir,
representan cada una de las hidrdlisis que sufre el cobre (II) a distintos
valores de pH; mientras que la linea continua representa a los equilibrios
heterogéneos que se dan entre cada una de las especies de cobre y el
hidréxido de cobre (I). La zona por encima de la curva (linea continua)
representa la zona en la cual existe la presencia de precipitado, por otro
lado, la zona por debajo de dicha curva indica la ausencia de precipitado

y que especie predomina en dicho intervalo de pH.
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2.1.4. Propiedades oxido-reduccion del cobre

El cobre es el elemento menos oxidable de la primera fila de los
elementos de transicién, es gracias a ello que sus propiedades son
utilizadas tanto para fines industriales como para fines analiticos.

Los estudios electroquimicos del cobre se realizan en su mayoria en
disolventes no acuosos para garantizar la solubilidad del cobre (I),
principalmente se usa el acetonitrilo debido tanto a su capacidad para
disolver los ligantes organicos por su gran constante dieléctrica, ademas

es capaz de estabilizar al cobre (1). [7],[8]

La electroquimica del cobre en disolucién en ausencia de ligantes puede

ser descrita por dos procesos que involucran un electrén cada uno:

Culzey +e~ - Cul E}

Culysy + e~ = Culyy EJ

Se ha observado que en disolventes tales como el agua, metanol o
mezclas de metanol agua el potencial de reduccién del cobre(l) es mayor
gue el potencial de reduccion de cobre (1) por lo que el cobre (1) presenta

un fendmeno de dismutacion:

2Culyey S Cu® + Cully  Kaus

[Cut]
Aungue la constante de dismutacién del cobre () es grande en este tipo
de disolventes, siempre que se tenga una disolucién de cobre (II) en
contacto con cobre metalico, va a haber una pequefia cantidad de cobre
(I). También se ha observado que al disminuir la concentracion del cobre
en disolucion se incrementa la cantidad de cobre (I) presente en dicha

disolucién. [7]

11



2.2.

Tabla 1. Potenciales del cobre en distintos disolventes.

Disolvente | E? E? Kais
Agua 0.52 0.159 1.7x106°
MeOH 0.64 0.40 1.1x10*

80%

MeOH* 0.58 0.20 2.0x10°
MeCN -0.344 0.133 8.7x10°°

Datos recuperados de (Rorabacher et al., 2007). E vs ENH
*Disolvente 80% MeOH — 20 % agua.

El cobre en sistemas bioldgicos

Dentro de los organismos vivos, como plantas y animales, existen una gran
variedad de metaloproteinas de cobre, las cuales pueden llevar a cabo
funciones como el transporte de oxigeno, transporte de electrones y llevan a
cabo reacciones de oxidacidn de diversos sustratos organicos en donde son
capaces de fijar el oxigeno a la proteina para poder llevar a cabo dicha
oxidacién. Una gran parte del cobre activo se encuentra en proteinas fuera
de la célula o en vesiculas. Un ejemplo de estas proteinas es la hemocianina
gue es una metaloproteina dinuclear de cobre, la cual es la responsable del
transporte de oxigeno en algunos moluscos, crustaceos y aracnidos, asi

como del color azul de su sangre. [9],[10],[11]

2.2.1. Generalidades de las metaloproteinas de cobre

Los atomos de cobre dentro de estas metaloproteinas generalmente
estan coordinados con residuos de aminoacidos que contienen nitrégeno
y azufre, como lo son la histidina, la cisteina y la metionina. El cobre en
los sitios activos de las enzimas existe en geometrias distorsionadas e
intercambiables. [9],[10]

Los potenciales redox del cobre se ven alterados dependiendo de la
naturaleza de los ligantes en cada una de las proteinas, haciendo que el

sistema se oxide ya sea mas o menos facilmente.

12



2.2.2.

Como ya se mencion6 el cobre (1) tiene afinidad por las bases blandas,
mientras que el cobre (Il) por bases duras; en proteinas de cobre
envueltas en reacciones de oOxido-reduccion es comun encontrar en el
sitio activo ambos tipos de bases. [9]

Existen algunas metaloproteinas, en su mayoria chaperonas, que
contienen exclusivamente cobre (I) y no estan envueltas en procesos de

oxido-reduccion. [12]

Clasificacion de las enzimas de cobre

Al haber una gran diversidad de proteinas de cobre, surgio la necesidad
por clasificarlas, estas se empezaron a agrupar de acuerdo con las
caracteristicas espectroscopicas del cobre en el sitio activo de la proteina,

en un inicio se distinguieron entre tres tipos de sitios activos:

e Tipo 1: Son proteinas que participan regularmente en procesos de
transferencia de electrones. También se conocen como proteinas azules
de cobre, debido a su color azul intenso en su estado oxidado, esto se
debe a la presencia de una banda de transferencia de carga del ligante
al ion metalico (Cys-Cu?*), alrededor de los 620 nm. La esfera de
coordinacion del cobre del centro activo esta constituida por dos atomos
de nitrégeno proveniente de dos residuos de histidina, un azufre
proveniente de un residuo de cisteina y otro azufre proveniente, en su
mayoria, de un residuo de metionina; los cuatro &tomos se arreglan en
una geometria tetraédrica distorsionada. Dos ejemplos de este tipo de
proteinas son la plastocianina y la azurina, la primera encontrada en la
mayoria de las plantas y la segunda encontrada en algunas bacterias.

e Tipo 2: Estas proteinas son conocidas como proteinas normales, ya
gue su comportamiento en EPR y en el UV es similar a los complejos
més sencillos de cobre (II). Generalmente estan envueltas en procesos

cataliticos como en la dismutacion del anién superoxido (O2).
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La esfera de coordinacion del cobre en el centro activo esta formada por
cuatro residuos de aminoacidos donadores de oxigeno y nitrogeno, tales
como histidina y tirosina, dentro de un arreglo cuadrado plano o
tetraédrico distorsionado. Un ejemplo de este tipo de proteinas es la
galactosa oxidasa que es una metaloenzima que cataliza la oxidacion de
D-galactosa.

e Tipo 3: A diferencia de los dos tipos de cuproproteinas anteriores,
estas proteinas son dinucleares y cada atomo esta rodeado por tres
nitrdgenos provenientes de residuos de histidina. No presentan espectro
de EPR debido a un fuerte acoplamiento ferromagnético entre ambos
atomos de cobre. Este tipo de proteinas tienden a unirse con oxigeno
molecular a temperatura ambiente, este grupo esta representado por tres
proteinas caracteristicas, dos de ellas metaloenzimas, la hemocianina, la
tirosinasay la catecol oxidasa, la primera transporta oxigeno en moluscos
y crustaceos, mientras que las dos ultimas fijan el oxigeno para llevar
acabo la oxidacion de catecoles a sus respectivas o-quinonas, que

posteriormente estas se polimerizan para formar la melanina.

T N\ I(-I) /N
N I, o\ N
/Cu..,,,s ;Cu; \‘.Cu) \Cu.,,
N7 ¥ N o) NY N/ N
Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3

Figura 2. Los tres tipos de centros activos encontrados en la mayoria de las

metaloproteinas de cobre.
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2.3.

Debido al desarrollo y mejora de las técnicas espectroscopicas y de la
cristalografia, algunos estudios mas recientes distinguen entre 7 tipos de
sitios activos de proteinas que contienen cobre.

Es importante mencionar que estos tipos son mas complejos que los
primeros tres ya que suelen tener mas de dos cobres en su estructura,
estos tipos son: tipo 4, Cua, Cus y Cuz. [9],[10],[12],[13]

Catecol oxidasa

La enzima catecol oxidasa es considerada una enzima con un sitio activo del
tipo 3 y a diferencia de la tirosinasa, cataliza exclusivamente la oxidacion de
catecoles a sus correspondientes orto-quinonas, en un proceso conocido
como actividad catecolasa. Estas o-quinonas como ya se mencion0 se auto-
polimerizan para formar melanina, un proceso que sirve para proteger del
dafo de los insectos u otros factores a las plantas; la enzima catecol oxidasa
puede ser encontrada en los tejidos de las plantas y en los crustaceos. Hay
gue sefalar que la primera enzima de este tipo fue aislada en 1937.
Actualmente la catecol oxidasa puede obtenerse a partir de papa, espinaca
y manzana principalmente. La catecol oxidasa varia de forma y tamafio

dependiendo del tejido y del organismo de donde se obtenga. [11],[14],[15

His274

Figura 3. Estructura cristalina de la catecol oxidasa, obtenida a través de

difraccion de rayos X. [14]
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2.3.1. Compuestos bioinspirados en la catecol oxidasa
La alta actividad catalitica de las enzimas ha inspirado y ha llevado a los
investigadores a tratar de imitarlas para diversos propositos, pero no son
sélo las enzimas son las musas de los cientificos sino es en general la
naturaleza, asi como sus procesos, son una fuente de inspiracion. A este
proceso de desarrollar compuestos quimicos inspirados en los existentes

en los sistemas bioldgicos se le llama quimica biomimética o bioinspirada.

Esta habilidad de las proteinas de cobre para fijar oxigeno molecular en
condiciones ambientales ha llevado a muchos grupos de investigacion a
desarrollar catalizadores de cobre bioinspirados en la catecol oxidasa
para poder usarlos como catalizadores en reacciones de oxidacion.
[11],[14]

Los primeros intentos por realizar reacciones de oxidacion con
compuestos de cobre (II) surgieron en los afios 60s cuando se reportd
gue se llevo a cabo la oxidacion del 3,5-diterbutilcatecol (3,5-DTBC) a 3,5-
diterbutilquinona (3,5-DTBQ) con un rendimiento del 55%; cabe resaltar
gue en estos primeros intentos se uso el cloruro de cobre (Il) (CuCl2). Fue
hasta los afilos 80s cuando empezaron a emplearse complejos
dinucleares de cobre (Il) para llevar a cabo la oxidacion de diversos
sustratos organicos, basandose asi en las enzimas dinucleares de cobre,

obteniéndose mejores resultados con estos ultimos compuestos. [16],[17]
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Figura 4. Esquemas de los primeros complejos de cobre (ll) utilizados en la

actividad catecolasa. [17]

La reaccion que mas se ha usado como modelo para el estudio de estos

catalizadores de cobre, es la ya mencionada, la reaccion de oxidacion del

3,5-DTBC ala 3,5-DTBQ:

OH 0
0,
—_
OH o)

3,5-DTBC 3,5-DTBQ
Esquema 2. Reaccién modelo de la actividad catecolasa.
Oxidacion de 3,5-DTBC a 3,5-DTBQ.
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3. Antecedentes

En el grupo de trabajo se han estudiado diversos compuestos de coordinacién de
cobre con ligantes derivados del grupo imidazol como catalizadores bioinspirados
para reacciones de oxidacion y acoplamiento oxidativo de fenoles. En su mayoria
se ha trabajado con complejos dinucleares, pero en los Ultimos afios se han
desarrollado algunos complejos mononucleares con el fin de comparar y entender
la importancia de los dos centros metalicos en la actividad catalitica. A todos estos
compuestos se les ha caracterizado a través de difraccion de rayos X,
potenciometria para determinar sus constantes de formacion, voltamperometria,
espectroscopia de EPR, pero el presente trabajo se centrara en el estudio de la

actividad catecolasa de estos catalizadores.

3.1. Sintesis de los complejos de cobre

3.1.1. Ligantes

Los ligantes se sintetizan a través de la reaccibn de Mannich en
condiciones basicas, que consiste en la formacion de enlaces entre el
carbono del aldehido, el grupo imidazol y una amina ya sea primaria o
secundaria. Se usa como compuesto de partida el 2-metilimidazol en el
caso de los complejos dinucleares (esquema 3) y 2-etil-4-metilimidazol
para los mononucleares (esquema 4), ademas de formaldehido y una
amina primaria o secundaria en donde estara contenido el grupo R de
interés. [18],[19],[20]

Se utiliza condiciones basicas para favorecer la sustitucion en los

carbonos sp? del anillo heterociclico, por el contrario, en medio acido el

nitrégeno sp? tiende a formar compuestos sustituidos. [18]
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3.2.

H,0
\ / H H pH =11
60 °C
20 mmol 3,3mL, 37% 20 mmol

N

T

Esguema 3. Reaccion de Mannich para ligantes dinucleantes.

i j\
HN \N+ )L+ Y

N N W A
\

— 60 °C N
Esquema 4. Reaccién de Mannich para ligantes mononucleantes.

N)\NH
R —
Lo |
N
Ny + 4 )J\ + 2 R—NH, N
\
— R
N

3.1.2. Complejos

Los complejos de cobres descritos en este grupo se han formado
cuantitativamente al mezclar uno o dos equivalentes de una sal de cobre
(I) (para los ligantes mononucleantes un equivalente y para los
dinucleantes dos equivalentes) y un equivalente del ligante. [18]

Actividad catalitica

El estudio de la actividad catalitica se lleva a cabo a través de la reaccion
modelo, la cual plantea la reduccién del cobre (Il) a cobre (I), oxidando de
esta forma al catecol en su respectiva quinona, y posteriormente gracias al
oxigeno atmosférico el cobre (I) se vuelve a oxidar a cobre (Il) para asi
completarse el ciclo catalitico, a la vez que produce peréxido de hidrégeno
(H202).
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Gracias a la presencia de dobles enlaces conjugados en la 3,5-DTBQ, la
reaccion se sigue a traveés de espectrofotometria de UV-vis verificando el
aumento en la concentracion de la 3,5-DTBQ a una longitud de onda de
407nm.

La mayor parte de los experimentos cinéticos se llevaron a cabo en una
mezcla de disolventes, estos son MeOH/H20 y MeCN/H:0 los cuales se les
determiné el pH idoneo, 7.5 para el primer par de disolventes y 8.5 para el
segundo par, ya que a esos valores de pH en ambos disolventes se
alcanzaban las mayores velocidades de reaccion. [21],[22]

Para estos estudios se usO el modelo de las velocidades iniciales, el cual
consiste en medir la variacion de la concentracion del producto en los
primeros instantes de la reaccién, y la pendiente de dichos primeros instantes
es la velocidad inicial a la que el sustrato se transforma en producto.

Al graficar la velocidad inicial (v,) en funcién de la concentracion de sustrato
([S]), se observa gue los catalizadores siguen un modelo tipo Michaelis-

Menten.

3.2.1. Modelo de Michaelis-Menten

El modelo de Michaelis-Mente es un modelo que explica el
comportamiento cinético de las enzimas.

Se sabe que uno de los factores que afectan a la cinética enziméatica es
la concentracion del sustrato [S], sin embargo, la concentraciéon de
sustrato cambia durante todo el experimento por lo que el estudio se
vuelve complejo. Una metodologia usada para el estudio de la variacion
de la concentracion inicial de sustrato [S]o es justo la medicion de la
velocidad inicial (), ya que en los primeros instantes de la reaccion se
contempla que [S] casi no ha cambiado por lo que se puede decir que se
ha mantenido constante. Cuando se realiza una grafica de la v, en funcion
de la [S] se observa el siguiente comportamiento de parabola rectangular:
[19],[23],[24]
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Velocidad inicial ( v,)

12 v B

max a

v

K/ Concentracion de sustrato

m

Figura 5. Gréfica de 1, en funcion de [S]. Comportamiento enzimatico. [19]

Para explicar este comportamiento Michaelis y Menten postularon que la
enzima (E) se une al sustrato (S) de manera reversible en un primer paso
formando asi el complejo enzima-sustrato (ES). El complejo ES se separa
en un segundo paso mas lento, dando como resultado la enzima libre y el

producto de reaccion (P).

Ky
E+SSES
kg
ky
ESSE+P
K

La ecuacion de Michaelis Menten se puede deducir a través del modelo
enzimatico, en donde debe tomarse en cuenta tanto la reaccion de
formacion como la de descomposicién del complejo enzima-sustrato.

Debido a que en los primeros instantes de la reaccién la concentracion
del producto [P] es minima, se puede ignorar la reaccion inversa a la
descomposicion del complejo enzima-sustrato, que se describe por la

constante k-2.
ki ky
E+SSES—-E+P
k4
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La v esté determina por la descomposicion del complejo enzima-sustrato
para dar el producto, que depende de la concentracion del complejo
enzima-sustrato [ES].

vy = ky [ES]

Debido a que [ES] no es un parametro que se pueda medir directamente,
se introducira el término de concentracion total de enzima [Et], que
representa a la concentracion de la enzima, ya sea enzima libre 0 como
complejo enzima-sustrato. Por lo que la concentracion de la enzima libre
[E] puede expresarse como [ET]-[ES].
Las velocidades de formacion (ve) y de descomposicion (1p) del complejo
enzima-sustrato viene determinada por las constantes de velocidad ki,
K1y ka.

vr = ky([E7] — [ESD[S]

vp = k_41[ES] + k;[ES]
Gracias a la hipotesis del estado estacionario se supone que [ES] es
constante, por lo que las velocidades de descomposicion y formacion del
complejo enzima-sustrato son iguales.

ki([E7] = [ESD[S] = k-1 [ES] + k3 [ES]

Se simplifica y se despeja [ES]

kq [E][S] — k4 [ES][S] = (k_; + k3)[ES]
kq [ET][S] = (k_q + k3)[ES] + Kk, [ES][S]
kq[Er][S] = (k_q + ky + k; [SD[ES]
k, [E][S]
S =, v K]
[ET][S]
[S]+ (k_y +kz)/kq

Para simplificar ain mas la expresion todas las constantes se combinan

[ES] =

dando origen asi a la constante de Michaelis (Kwm). [23],[24]
[E1][S]

[S] + Ky

Km = (k-1 + k3)/kq

[ES] =

22



Se sustituye [ES] en la expresion de velocidad para la formaciéon del

producto.
Vo = kp[ES]
o — ko [E1][S]
* 7 [S]+ Ky

A concentraciones altas de sustrato toda la enzima se encuentra
saturada, es decir, en forma de complejo enzima-sustrato, por lo que se

alcanza la velocidad inicial méxima o velocidad maxima (vmax).

Umax = Kz [E1]
Por ultimo, se sustituye vms en la ecuacion de v,, dando como resultado
la ecuacion de Miachelis-Menten. [20]

_ Vimax [S]
"0 " ST+ Ky

De la ecuacion de Michaelis-Menten surge una relacion especial, cuando
la vo es exactamente la mitad de la wms, la concentracion inicial del

sustrato [S] es igual a la Ku. Lo cual puede ser observado en la figura 5.
La Km representa la cantidad necesaria de sustrato para alcanzar la mitad
de la velocidad inicial maxima (vmax). [25],[26]
Umax _ Umax[S]
2 [S] + Ky
1 [s]
2 [S]+Knm
Kwm + [S] = 2[5]
Ky = 2[S] = [S]
Km = [S]

Gracias a que los complejos siguen este tipo de comportamiento se puede
obtener los siguientes parametros, que permiten contrastar los datos

obtenidos con los ya encontrados en la literatura:
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3.3.

e La constante de Michaelis (Kwm), que es un parametro que permite
conocer la afinidad de la enzima por el sustrato, entre mas
pequefio sea este valor, mayor afinidad tendra la enzima.

e La velocidad maxima (vms) representa la velocidad maxima a la
gue puede llegar una enzima debido a la saturacion de los sitios
activos de la enzima.

e La constante del catalizador (kca) representa el numero de
moléculas de sustrato transformadas en producto por unidad de

tiempo por molécula de catalizador.

Existe otro parametro que ademas de mostrar la eficiencia del catalizador,
permite comparar los catalizadores trabajados con los de la literatura, este

parametro es la eficiencia catalitica (Kcat/Kwm).

Ligantes y catalizadores considerados en el estudio

Se sabe que la catecol oxidasa tiene a dos iones de cobre (Il) coordinados a
residuos de histidina en su sitio activo; por lo que en el grupo de trabajo con
el que se colabora se han sintetizado, en su mayoria, ligantes capaces de
coordinar a dos iones de cobre (1), es decir, ligantes dinucleantes derivados
del grupo imidazol. Estos ligantes dinucleantes tiene un anillo de diez
miembros en su estructura, siendo 2 de estos atomos de nitrogeno y los 8
restantes &tomos de carbono (anillo de diazecina).

Los ligantes sintetizados tienen dos sitios de coordinacion tridentados. Los
atomos coordinantes de su sitio activo se conforman por el nitrdgeno
proveniente del imidazol y por el nitrdgeno de la amina, mientras que el tercer

atomo corresponde al grupo R de la amina. [20],[27]
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Figura 6. Estructura base para los ligantes dinucleantes.

Los ligantes dinucleantes se clasifican en ligantes cortos y largos, esto
depende de la longitud de la cadena alifatica entre la amina terciaria y el

tercer atomo donador, en el caso de los ligantes cortos es de 2 atomos de

carbono y 3 en el caso de los largos.

CORTOS LARGOS
o N N)\NII
QK
g=( ) g
HN P b HN /N N ’
Y dimp diep ™
)\NH

¢ gbe
oI v

L N HO =z N HO
dihe dihp

HN

Figura 7. Estructuras de los ligantes dinucleantes trabajados mas recientemente.
Clasificados en ligantes cortos (dimp y dihe) y ligantes largos (diep y dihp).
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Recientemente en el grupo de investigacion con el que se colabora se han
empezado sintetizar y caracterizar algunos complejos con ligantes
mononucleantes con el fin de contrastar su actividad catalitica con sus
homologos dinucleares. La estructura de estos ligantes es muy similar a la
de los dinucleantes, puesto que el Unico sitio de coordinacién que poseen
esta conformado por el nitrdgeno de la amina, el nitrégeno del imidazol y por
un tercer atomo donador; este ultimo proveniente del grupo R de la amina
usada en la sintesis. Otro aspecto compartido es que se pueden clasificar en

cortos y largos dependiendo de su cadena alifatica.

3.3.1. Estructura
Se ha podido determinar la estructura de los complejos de cobre, tanto

dinucleares como mononucleares, gracias a la difraccion de rayos X.

Los compuestos dinucleares de cobre tienen una estructura piramidal de
base cuadrada un poco distorsionada y siguen el siguiente modelo
[Cuz2(L)(H20)4]. Donde la base la forman los atomos provenientes del
ligante y una molécula de agua y la posicion apical la ocupa otra molécula
de agua. [18],[28]
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Figura 8. Estructura cristalina del complejo [Cuz(dihe)(H20)4]*" a través de

difraccion de rayos x. [18]

Los complejos con ligantes mononucleantes se han logrado cristalizar
Unicamente usando de disoluciones metandlicas y usando nitrato como
contraion. En estas condiciones, los nitratos permanecen coordinados al
metal, por lo que los complejos presentan una geometria piramidal de
base cuadrada, siguiendo el siguiente modelo [Cu(L)(NOs)2], donde las
posiciones de la base la conforman los a&tomos de nitrégeno del ligante y
un atomo de oxigeno proveniente del grupo nitrato, mientras que la
posicion apical la ocupa el otro grupo nitrato. [28],[29]
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Figura 9. Estructura cristalina del complejo [Cu(miep)(NOs);] a través de

difraccién de rayos x.

' o~
u/cﬁ

Figura 10. Estructura cristalina del complejo [Cu(mimp)(NOs)] a través de

difraccion de rayos X.

Hay que destacar que a los complejos de ligantes mononucleantes, sélo

se les han realizado estudios estructurales.

28



3.3.2. Actividad catecolasa
Se debe tomar en cuenta que todos los estudios cinéticos en los
complejos dinucleares se hicieron a pH ligeramente basicos, entre 7.5y
8.5, por lo que se puede decir, gracias a los estudios en disolucion, que
son las formas hidrolizadas de los complejos, del grupo con el que se

colabora, los que estan teniendo una considerable actividad catalitica.

A continuacion, se muestra una tabla que recopila la informacién obtenida
a través del estudio de la actividad catecolasa para cuatro de los mas
recientes catalizadores dinucleares desarrollados en el grupo de

investigacion mencionado:

Tabla 2. Parametros cinéticos obtenidos a partir de la actividad catecolasa

Complejo |LogB  Keat [s?] Km x10*moIL?] kca/Km Cadena lateral

Cuxdimp | 18.63 0.0788 5.16 153  CHq-py

Cuxdiep | 19.07 0.0175 0.289 605 CHa-CHa-py

Cuzdihe 10.82 0.0435 0.7024 620 CH2-CH2-OH

Cuzdihp 9.91 0.0657 0.2396 2742 CH2-CH2-CH2-OH
py = piridina.

Se puede observar que, en ambos grupos (los ligantes con piridina y los
ligantes con hidroxilo) el catalizador con una cadena alifatica mas larga,
ligantes largos, es el que presenta una mayor eficiencia catalitica. Lo
anterior puede explicarse debido a que en un anillo de seis miembros hay
mayor flexibilidad para el cambio de geometria derivado del cambio en el

estado de oxidacion del cobre. [18],[28]

Es importante destacar que los catalizadores empleados en este grupo
de investigacion presentan una constante de Michaelis mas alta en
comparacion de otros catalizadores de este rubro encontrados en la

literatura, [14],[28] lo que da pie a seguir trabajando sobre ellos.
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3.3.3. Nuclearidad en la actividad catalitica de los complejos de Cu (lI)

Durante muchos afos, en este grupo de investigacion se han realizado
distintos estudios que explican las propiedades espectroscépicas, en
disolucién y cataliticas que exhiben los distintos complejos dinucleares de
Cu(ll) descritos anteriormente. Particularmente, en los estudios cinéticos
se ha encontrado que sus complejos dinucleares de Cu(ll) presentan una
eficiencia catalitica (kca/Km) €n procesos oxidativos superiores a muchos
otros catalizadores.

Ante los notables resultados cinéticos y dado que, en diferentes enzimas
de Cu, patrticipan varios iones metalicos, en el grupo de trabajo surgio la
interrogante respecto a una posible sinergia entre los 2 atomos de Cu(ll)

de los complejos.

Esta interrogante motivd en primera instancia a proponer y realizar
estudios cinéticos comparativos entre los complejos dinucleares y 2
equivalentes de su analogo mononuclear. De estos nuevos estudios se
encontré que los 2 equivalentes del complejo mononuclear de Cu(ll)
presentan una actividad catecolasa inferior a un equivalente de su
analogo dinuclear, pero hasta la fecha no se ha comprendido la causa de

este fenémeno.

La primera evidencia que se obtuvo se deriva de estudios de actividad

catecolasa con los complejos que se muestran en la siguiente tabla: [18]
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Tabla 3. Valores de parametros cinéticos de la actividad catecolasa en
MeOH/H,0 a 25°C.

Catalizador | [Cuz(glimeim){H20)z] | [Cuz{dimeim)({Hz0)z]** | [Culemisar){Hz0)z2]* | [Culemitrim){H20)2)*
2+
. 11 s o | - + M
] wodh | \ \
j-CL:I--N NH _“““‘:‘"N_ N N N
Lo 1] -;
||H;3I'U:-U =N 'P‘"C:‘{“"““ T\ : -| : ‘\CH-,
P P A b
Kt (M) 0.76 x 10°3 1.81x 103 47.24 x 10% 9.02 x 103
Keat (571 0.07399 0.1193 0.1854 0.0616
kezt/Kma 97.36 65.91 3.93 6.83

Notablemente, se puede observar en la tabla 3 que la relacién kca/Km de
los complejos mononucleares de Cu(ll) son muy inferiores a los de sus
analogos dinucleares. Lo que indica que la presencia de un segundo

centro metalico de Cu(ll) eleva significativamente su actividad catecolasa.

La primera y Unica explicacion hasta la fecha de esta manifestacion
[36]
principalmente en relacionar el valor calculado del caracter electroaceptor

proviene de un estudio tedrico-experimental gue consiste
(w+, en eV) de algunos complejos de Cu(ll) con el valor experimental
constante de Michaelis-Menten (Km , en mmol/L) obtenida de los estudios
de actividad catecolasa. EI mayor caracter electroaceptor como se puede
observar en la figura 11 obtenido para los complejos dinucleares sugiere
gue, la presencia de un segundo catibn metélico en ellos mejora la
capacidad electroaceptora del complejo, lo que a su vez puede asociarse

a una mayor afinidad por el sustrato.
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Figura 11. Relacion entre el caracter electroaceptor (o*) de complejos de

Cu(ll) con el valor de la constante de Michaelis-Menten (Ky). [36]

Afos mas tarde, [18] se realizaron estudios preliminares comparativos de
actividad fenoxazinona sintasa entre complejos dinucleares y 2
equivalentes de sus analogos mononucleares de Cu(ll). En la figura 12,
se logra observar notablemente que el crecimiento de la banda en 433
nm asociada a la formacion del producto de acoplamiento del
2—aminofenol en el mismo intervalo de tiempo es muy superior para los
complejos dinucleares de Cu(ll) en comparacion con 2 equivalentes de su

analogo mononuclear.
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Figura 12. Comparacion de los avances de reaccion entre complejos

mononucleares (izquierda) y ligantes dinucleares (derecha).

Esta nueva evidencia también apunté hacia que la presencia de un

segundo atomo de Cu(ll) es relevante en su actividad catalitica.

33



4.1.

4.2.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar la actividad catecolasa de los complejos mononucleares de cobre (II)
con ligantes derivados del imidazol y compararlos con sus analogos
dinucleares. Asi mismo, relacionar el comportamiento catalitico de los
complejos mononucleares de cobre (II) con su comportamiento

electroquimico.

Objetivos particulares

e Sintetizar y caracterizar los ligantes miep y mimp a través de la
reaccion de Mannich en medio basico.

o Determinar potenciometricamente las constantes de acidez, Ka, de los
ligantes miep y mimp.

e Obtener la especiaciéon de los complejos, Cumiep y Cumimp, en
funcion del pH determinar las constantes de formacion, B, asi como
sus constantes de hidrdlisis, Ka; mediante potenciometria de corriente
nula.

e Determinar las propiedades redox en disolucion de los complejos
Cumiep y Cumimp, empleando voltamperometria ciclica.

e Evaluar la actividad catalitica de los complejos Cumiep y Cumimp en
la reaccidn de oxidacion del di-tert-butil catecol en medio MeOH/H:0.

e Comparar la actividad catecolasa de los complejos mononucleares

Cumiep y Cumimp con sus analogos dinucleares Cuzdiep y Cuzdimp.
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5.

Hipotesis

> La actividad catalitica del complejo Cumiep sera mayor que en el complejo
Cumimp, debido a que posee un anillo quelato de mas miembros que facilita

el cambio de geometria en el proceso de reducciéon del Cu?* a Cu*.

> Los complejos dinucleares Cuxdiep y Cuzdimp, presentaran una mayor
actividad catecolasa en comparacion con 2 equivalentes de sus analogos

mononucleares Cumiep y Cumimp, respectivamente.
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6.1.

Resultados y discusidon de resultados

Estudios en disolucién de los sistemas L/[CulL]

Debido al medio en el que se realizan los experimentos cataliticos, es
importante comprender el comportamiento o especiacion de nuestros
complejos en funcién del pH; ya que esto ayudara a proponer la especie

activa cataliticamente.

Estos estudios consisten en determinar los valores tanto las constantes de
acidez (pKa) de los ligantes, asi como las constantes de formacion (logp) de
sus respectivos complejos e hidroxocomplejos de cobre (ll), con las cuales
se pudo obtener el diagrama de predominio de especies para ambos

complejos, Cumiep y Cumimp.

Se realizaron titulaciones potenciométricas para ambos ligantes, miep y
mimp, asi mismo como a sus respectivos complejos a tres distintas
concentraciones 2 mmol/L, 3 mmol/L, y 5 mmol/L, y con exceso de H*, para
lo cual se empled6 una disolucion de HCI 0.1 mol/L estandarizada. Todos los
estudios se hicieron por triplicado, usando como titulante una disolucion de
NaOH 0.1 mol/L estandarizada.

6.1.1. Determinacion de las constantes de acidez (pKa) de los ligantes

Para poder obtener las constantes de formacién de los complejos es
necesario conocer las constantes de acidez de los ligantes (miep y mimp),

por lo que la primera parte consta en determinar estos valores.
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Para poder interpretar de una forma correcta las curvas de titulaciéon, es
importante conocer la estructura de los ligantes y saber asi cuales son los
posibles sitios de protonacién. Ambos ligantes tienen tres sitios de
protonacioén: el primero ubicado en el nitrégeno del anillo de piridina; el
siguiente en el nitrégeno terciario de la cadena alifatica y el dltimo sitio en

el nitrégeno disponible, nitrégeno sp?, del imidazol. (figura 13)

S w (YD GF
“ mimp ﬁ miep

Figura 13. Sitios protonables en las representaciones estructurales de los

ligantes miep y mimp.

Debido a que se plantean los tres sitios protonables en ambos ligantes,
se agregaron 4 equivalentes de acido clorhidrico para asegurar la

protonacién de todos los sitios.

6.1.1.1. Ligante mimp
A continuacién, se muestran las titulaciones realizadas para el ligante
mimp a tres distintas concentraciones: 2 mmol/L, 3 mmol/L y 5 mmol/L.
Cada curva de titulacién del mimp fue contrastado con una curva de
acido fuerte (HCIl) con una concentracibn 4 veces mayor que la

concentracion de mimp.
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Figura 14. Gréficas de titulaciones del mimp a diferentes concentraciones.
a) 2 mmol/L b) 3 mmol/L ¢) 5 mmol/L.

En lafigura 14, se puede observar que el ultimo salto de pH en la curva
del mimp coincide con el valor de 4 equivalentes en la curva del &cido
fuerte, que fueron los equivalentes agregados a la disoluciéon de mimp.
En la curva de titulaciéon del ligante mimp, se observa un primer salto
de pH cercano a los 2 equivalentes de NaOH agregados, esto implica
gue una de las protonaciones sugeridas para el ligante presenta un
pKa por debajo de 1.5 y en esta condicion se comporta como acido

fuerte.
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Se observa también que si bien ambas curvas tienen el mismo nimero
de equivalentes de H*, el pH inicial de la curva del mimp (roja) es mas
alto que la curva de éacido fuerte (verde), debido a que el ligante al
estar protonado con 2 equivalentes de H* deja 2 equivalentes de H*
libre comparados con los 4 equivalentes de H* libre que tiene el acido
fuerte, lo que explicaria el pH de este ultimo es mas bajo.

Con ayuda del programa Hyperquad 2008, se puede obtener un ajuste
matemaético de los distintos valores de las constantes de formacion de
las especies involucradas, con dichas constantes se pueden obtener

los valores de pka para el mimp, los cuales son:

Tabla 4. Valores de pKa para mimp

Equilibrio pKa
(Hamimp)?* S (Hmimp)* + H* 4.79 £0.02
(Hmimp)* 5 mimp + H* 8.12+0.04

Con estos valores se puede realizar una grafica de distribucion de
especies a lo largo de la escala de pH, con ayuda de la fraccion molar
distributiva (¢x).
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Figura 15. Diagrama de distribucion de especies en funcién del pH para el

ligante mimp.

Esta técnica junto con el programa Hyperquad 2008 permite conocer

los valores de pKa de una sustancia, pero no aporta informacion

acerca de la ubicacion estructural de estos protones.

Indagando en la literatura se puede encontrar que las aminas

terciarias tienen valores de pKa que van desde 9.4 a 10.2, el grupo

imidazol tiene valores de 6.7-7.0, mientras que las piridinas tienen

valores de pKa de 5.0-6.0. [30],[31],[32]

Una vez que se conoce el comportamiento acido-base de cada grupo

individual, es posible proponer una asignacion de los valores de pKa

al ligante (mimp). La propuesta se describe en la figura 16.
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6.1.1.2.

Figura 16. Asignacién de los valores de pKa a la estructura del mimp.

1) 8.12, 2) 4.79 y 3) En disolucion acuosa se comporta como acido fuerte.

Ligante miep

A continuacién, se muestran las titulaciones realizadas para el ligante
miep a tres distintas concentraciones: 2 mmol/L, 3 mmol/L y 5 mmol/L.
Cada curva de titulacion del miep fue contrastado con una curva de
acido fuerte (HCI) con una concentracion 4 veces mayor que la

concentracion de miep.
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Figura 17. Gréficas de titulaciones del miep a diferentes concentraciones.
a) 2 mmol/L b) 3 mmol/L ¢) 5 mmol/L.

En la figura 17, en las curvas de titulacion, no se observan
distintivamente los saltos de pH en comparacion con la curva de
titulacion del ligante mimp; pero si se alcanza a apreciar que en efecto
se titularon 4 equivalentes acidos, ya que la curva del ligante coincide
con la de &cido fuerte. Si bien, los saltos no se observan claramente,
se puede notar que el pH inicial de la curva del miep (curva roja) es
mas alto que la curva de acido fuerte (curva verde), lo que indica que
al estar protonado con 3 equivalentes de H* deja 1 equivalente de H*
libre, comparado con los 4 equivalentes de H* libre que tiene el acido

fuerte, lo cual explica que el pH de la curva verde sea mas bajo.
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Con ayuda del programa Hyperquad 2008, se puede obtener de un
ajuste matematico los distintos valores de las constantes de formacion
de las especies involucradas, con los cuales se puede concluir que en
este caso los tres sitios del miep en efecto estan protonados, asi
mismo se obtiene que los 3 valores de pKa para el miep, los cuales
son:

Tabla 5. Valores de pKa para miep

Equilibrio pKa
(Hamiep)®** 5 (Hamiep)?* + HY 2.11 +0.05
(Homiep)?* S (Hmiep)* + H* 5.04 + 0.07
(Hmiep)" S miep + H* 8.14 + 0.08

Con estos valores se puede realizar una gréfica de distribucion de
especies a lo largo de la escala de pH, con ayuda de la fraccion molar
distributiva (¢x).
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Figura 18. Diagrama de distribucion de especies en funcion del pH para el

ligante miep.
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Como ya se explico en la discusion del mimp, esta técnica no permite
asignar los valores de pKa a los sitios protonables de los ligantes, por
lo que es necesario recurrir a la literatura para poder tener un punto
de partida.

La propuesta de asignacion de valores de pKa para el ligante miep se

observa en la figura 19.

Figura 19. Asignacién de los valores de pKa a la estructura del miep.
1) 8.14,2)5.04y 3) 2.11

6.1.2. Determinacién de las constantes de hidrélisis de los

hidroxocomplejos de Cu(ll)

Para poder asignar la especiacion de nuestros complejos a distintos

valores de pH hace falta obtener las constantes de formacion del cobre

con los distintos ligantes (miep y mimp) y de sus correspondientes

hidroxocomplejos.

6.1.2.1.

Complejo mimp

Al igual que con el mimp, se realizaron 3 titulaciones a tres distintas
concentraciones de mimp: 2 mmol/L, 3 mmol/L y 5 mmol/L; a las
cuales se les afiadié un equivalente de Cu?* estandarizado (CuCly).
Cada curva se contrasta con una curva de acido fuerte (HCI) y con la
curva de titulacion del mimp. Dichas curvas de titulacion se muestran

a continuacion.
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Figura 20. Gréficas de titulaciones del Cumimp a diferentes

concentraciones. a) 2 mmol/L b) 3 mmol/L ¢) 5 mmol/L.

En la figura 20, se observa que la curva de titulacion del complejo
Cumimp inicia en el mismo valor de pH que la curva de acido fuerte,
lo que dice que el ligante prefiere coordinarse al cobre libre que a tener
sus sitios protonados. Esto se confirma al observar la forma del salto
cerca de los 4 equivalentes, indicio de que esos equivalentes estaban
como protones libres en la disolucion. Se observa también que en un
valor de 5 equivalentes de NaOH hay un salto de pH, el cual puede

ser asociado a la formacion del complejo hidroxilado, [Cumimp(OH)]*.
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En ambos complejos de Cu(ll), alrededor de pH=11 ya se comienza a
observar aparicion de un precipitado cuya identidad es la del
dihidroxocomplejo, por lo que se puede observar una inflexiéon en la
curva de titulacion correspondiente a la formacién del
[Cumimp(OH)2](ac), pero debido al efecto nivelador de la precipitacion
sobre esta especie no es posible conocer con exactitud su valor de
pKa. Esta informacién es de suma importancia para el tratamiento de

los datos en el programa Hyperquad.

Con ayuda del programa Hyperquad 2008, se obtiene que los valores

de logp para el Cumimp son:

Tabla 6. Valores de logp y de pKa para Cumimp

Equilibrio pKa logB
Cu?* + mimp S [Cumimp]?* 15.58 + 0.1
Cu?* + mimp + OH" S [Cumimp(OH)]* | --- | 20.95+0.08
[Cumimp]?* + H,O0S [Cumimp(OH)]* + H* | 8.63 ---

Con estos valores se puede realizar una grafica de distribucion de
especies a lo largo de la escala de pH, con ayuda de la fraccion molar
distributiva (¢x).
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6.1.2.2.
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Figura 21. Diagrama de distribucion de especies para Cumimp.

En la figura 21, se puede observar que el cobre (Il) no predomina a
ningun valor de pH en presencia del ligante mimp, por lo que se podria
dividir la escala de pH ente el complejo Cumimp y el hidroxocomplejo
[CumimpOH]*.

Complejo miep

Al igual que con el mimp, se realizaron 3 titulaciones a tres distintas
concentraciones de miep: 2 mmol/L, 3 mmol/L y 5 mmol/L; a las cuales
se les afiadi6 un equivalente de Cu?* estandarizado (CuClz). Cada
curva se contrasta con una curva de acido fuerte (HCI) y con la curva
de titulacion del miep. Dichas curvas de titulacibn se muestran a

continuacion.
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Figura 22. Gréficas de titulaciones del Cumiep a diferentes

concentraciones. a) 2 mmol/L b) 3 mmol/L c) 5 mmol/L.

Al realizar el tratamiento de los resultados en Hyperquad se obtuvo
gue existe la formacion de un complejo acido, esto es congruente con
la grafica observada en la figura 22 en el que la curva azul (Cumiep +
4H*) no se logra empalmar con la curva verde (acido fuerte) debido a

la existencia de un H* fuertemente unido al ligante.

Conforme el numero de equivalentes de NaOH va aumentando, los
protones contenidos en el ligante se van liberando hacia el seno de la
disolucién y eventualmente son neutralizados y simultdneamente el
cobre va coordinandose al miep. Sin embargo, se logra observar que
para llegar al punto de equivalencia se necesitan 3.5 eq NaOH y no 4
eq de NaOH. Una posible explicacién ante este resultado es que un

protén se esté compartiendo entre dos complejos [Cumiep], por lo que
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la especie que se propone es la siguiente: [CuzHmiepz], lo que
explicaria el hecho de que el primer salto de la grafica ocurra en 3.5
eg de NaOH.

Con la ayuda del programa Hyperquad 2008, se obtienen los valores

de logp para el Cumiep, los cuales son:

Tabla 7. Valores de logp y de pKa para Cumiep

Equilibrio pKa logp
Cu?* + miep S [Cumiep]?* 10.5+0.1
Cu?* + miep + OH" S [Cumiep(OH)]* --- | 16.3+0.04
Cu?* + miep + H* 5 [CuHmiep]** --- | 14.4 £0.09
[Cumiep]?* + H,O S [Cumiep(OH)]" + H* 8.20 ---
[CuHmiep]** S [Cumiep]?t + HY 3.90

Con estos valores se puede realizar una grafica de distribucion de
especies a lo largo de la escala de pH, con ayuda de la fraccion molar
distributiva (¢x).
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Figura 23. Diagrama de distribucion de especies para Cumiep.
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6.2.

Se puede observar en la figura 23, que a pH muy bajos empieza a
coordinarse el cobre al miep. El complejo [Cumiep]?* tiene una zona
de predominio que va de un valor de pH de 5 a 8, antes de pH 5 se
tiene una zona en la que coexisten el complejo y el complejo acido
[CuHmiep]®*, y después de pH 8 aumenta el predominio del

hidroxocomplejo [CumiepOH]*.

Estudios electroquimicos de los sistemas de Cu(ll)/Cu(l)

Este estudio es util para poder determinar la reversibilidad de los sistemas
estudiados. Los sistemas reversibles son aquellos en donde tanto la especie
oxidada como la reducida son estables en disolucion y no presentan pérdidas
energéticas debido a los cambios estructurales ni por los procesos quimicos
colaterales, cosa que se desearia en un sistema catalitico, cuando el proceso
catalitico implica un proceso redox. Estos estudios también son importantes
ya que dentro del ciclo catalitico se ven envueltas las especies de cobre (I1)
y cobre (1); se ha sugerido que los iones de cobre (Il) participan activamente
en la transferencia de electrones por lo que se propone la existencia de
especies intermediarias de cobre (1), lo que es importante debido a que dentro
del ciclo catalitico, la especie reducida de cobre (1) sufre un proceso de
reoxidacién a cobre (II) con ayuda del oxigeno molecular, por lo tanto si
existen especies derivadas de cobre (I) y estas no presentan una posterior
oxidacion, la eficiencia catalitica del catalizador ser4 menor. Los resultados
en este estudio pueden arrojar datos para poder comprender mejor el
comportamiento de estos catalizadores, asi mismo es posible determinar el
potencial estandar para poder determinar el poder oxidante del par redox
Cu(Il)/Cu(l) dentro de los catalizadores. [12],[15],[16]

Tanto al oxigeno molecular (Oz), como a los complejos Cumimp y Cumiep se
les realizé una caracterizacion electroquimica a través de la técnica de

voltamperometria ciclica (CV).
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Los estudios se realizaron iniciando el barrido de potencial en el potencial de
circuito abierto (OCP por sus siglas en inglés), haciendo barridos tanto en
sentido catodico como en sentido anddico, para la disolucién que se emplea
como electrolito soporte, asi como a los catalizadores en presencia y
ausencia de O2(g), burbujeando N2(g) para lograr esto ultimo. Todos estos
estudios se realizaron en el mismo medio que los estudios cataliticos, es
decir, en una mezcla de metanol-agua (1:1) a pH fijo. La velocidad usada

para los estudios fue de 0.1 V s con una ventana de -1.2V a 0.8 V.

Una vez obtenidos los voltamperogramas se determinan los valores de
potencial de pico para los complejos, es necesario referenciarlo con respecto
al par ferroceno-ferrocinio (Fc/Fc*) que tiene un potencial de 0.145 V con
respecto al par plata-cloruro de plata (Ag°/AgCl).

De los estudios electroquimicos también es posible obtener los siguientes
parametros:
e (lic/la) el cociente entre las corrientes, el cual indica la reversibilidad
quimica del sistema.
e (AEp) la diferencia de los potenciales de pico, que indica la rapidez con
la que se realiza la oxidacién y la reduccion dentro de un sistema.

e (E1p) el potencial de media onda.

6.2.1. Propiedades redox del medio de reaccién MeOH/H20pH=9.0
Este estudio se realizo haciendo barridos tanto en sentido anddico como
en sentido catddico. Debido a que ambos complejos, Cumiep y Cumimp,
presentan el mismo medio de reaccion, estos estudios se llevaron a cabo

sOlo una vez para ambos complejos.

A continuacién, se muestran los voltamperogramas del medio:
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-1.5 | -1.0 | -0|.5 | 0!0 | 0.5 | 1.0
Potencial (V/Fc*-Fc)
Figura 24. Voltamperograma iniciado en el potencial de circuito abierto (OCP),
en sentido catodico para una disolucion de electrolito soporte en presencia de
O..
2.0x10° - T - T - T

Medio: anddico ]
1.5x10 .

1.0x10°° .
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Potencial (V/Fc*-Fc)
Figura 25. Voltamperograma iniciado en el potencial de circuito abierto (OCP),
en sentido anddico para una disolucion de electrolito soporte en presencia de
O..
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6.2.2.

En ambos voltamperogramas (figuras 24 y 25) se observa la existencia
de una sola sefal, Ic, la cual pertenece al proceso de reduccién de Oz:
0O,+2H*+2e” - H,0,

Por lo que se puede concluir que el medio de reaccién no tiene un
comportamiento  electroquimico que pueda interferir con la

caracterizacion de los complejos de Cu (ll).

Propiedades redox de los ligantes derivados del grupo imidazol

Los siguientes estudios realizados son los estudios electroquimicos de
los ligantes: miep y mimp. Se realizaron bajo las mismas condiciones de
reaccion, un medio metandlico-acuoso con una proporcion 1:1, medio el
cual se fij6é a un pH de 9 y en ausencia de oxigeno. Los voltamperogramas
de los ligantes se compararon con los voltamperogramas del medio del
estudio anterior, con el fin de observar la presencia de alguna sefial o
variacion importante de la corriente que indique un comportamiento

electroquimico en el ligante.

1.0x10° . - . - T - T - T
Catodico

5.0x10°° .
g —
@ 0.0 1 -
C
Q
o)
O -5.0x10° A .

-1.0x10° —— mimp sin O, A

— O, (medio)
-1.5x10° . - . - . - . - T -
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Potencial (V/Fc*-Fc)
Figura 26. Voltamperograma en sentido catédico para el ligante mimp en

ausencia de O,.
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6.2.3.

1.0x10° . - . - . - . - .

Catddico

5.0x10°® .
g ——)
@ 0.0 .
c
Q0
S
O -5.0x10° .

— miep sin O,
-1.0x10° 1 —— 0, (medio)
-1.5x10°® . : I . I . , . , .
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Potencial (V/Fc*-Fc)
Figura 27. Voltamperograma en sentido catédico para el ligante miep en

ausencia de O,.

Se observa que, en ambas figuras (26 y 27), el voltamperograma del
ligante (en café) no presenta alguna sefial. Por lo que se puede concluir
gue los ligantes, miep y mimp, son dos sistemas no electroactivos y por
ende el comportamiento electroquimico del complejo dependera

exclusivamente del centro metélico.

Propiedades redox de la sal de Cu(ll) (CuCly)

El siguiente estudio se llevé a cabo en el mismo medio ya mencionado en
los anteriores estudios. Se realiz6 la caracterizacion electroquimica de la
sal de cobre(ll), misma que actla como electrolito soporte y como fuente
del catién Cu?*, a través de un estudio de potenciales de inversion (en
sentido catodico). En este estudio, el potencial de inversién en sentido
catédico va aumentando barrido tras barrido, para poder definir que sefial

de oxidacion corresponde a que sefal de reduccion.
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1.2x10° 1 Catddico 7
8.0x107 1
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-6 .
-1.2x10 _ — 0.2V -04V

L 6x10° - ——-06V —-0.8V] |
' ] — 09V —-12v

-2.0x10® — T T T T T T T T
-14 -12 -10 -08 -06 -04 -0.2 0.0 0.2 0.4

Potencial (V/Fc*-Fc)

Figura 28. Potenciales de inversion de la sal de cobre (ll) (CuCly): barrido

catddico. pH =9.0

En los potenciales de inversion (figura 28) se pueden observar 4 sefiales,
pertenecientes a dos procesos de un electréon. Las sefales IVa y IVc,
pertenecen al proceso de reduccién y oxidacién del par Cu?*/Cut,
respectivamente. Por su parte, al par redox Cu*/CuP le corresponden la

sefal de reduccién Vc y la sefial de oxidacion Va.

Tabla 8. Potenciales de pico para la sal de cobre (II).

Potencial de | Eyp (V
Sefal Proceso pico (V) vz (V)
Ve Cu**+e — Cu* -0.50 -0.30
IVa Cu*— Cuz*+ e -0.09 '
Vc Cut+e — Cu° -0.36 0.62
Va Cu’— Cut+ e -0.87 '

Potenciales referenciados al par Fc/Fc*.
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6.2.4. Propiedades redox de los complejos de Cu(ll)

Para el estudio ambos complejos, Cumiep y Cumimp, se realizaron tres
estudios: Los dos primeros fueron los realizados al medio de reaccion, los
siguientes corresponden al estudio electroquimico de los respectivos
ligantes; ambos estudios realizados en un medio de reaccion
(MeOH/H20) y en presencia de O2. Para llevar a cabo el tercer estudio, al
medio de reaccion se le afiadi6 0.5 mL (0.01 mmol/L) de complejo. Se
afiadi6é otro equivalente de ligante (miep o mimp) con la finalidad de
asegurarse que el cobre esté coordinado completamente al ligante y ver
s6lo una sefal referente a esta especie (Cu?*). El estudio se llevé a cabo
realizando ambos sentidos: catddico y anddico, y en presencia y ausencia
de Oo..

6.2.4.1. Complejo Cumimp

1.5x10° : . - . - . - T
Cumimp: catédico
1.0x10° ' .
n
1
11
__ 5.0x10° - Ila ' -
< o lla .,
~— /2 I T ,
9 ‘ .
% 0.0 1 JUPPEEEL L PPPPEELE L ]
2 . ,
@) A LTI 1
@) 1-°" R « 1
-5.0x107® ., .
Ilc
-5 _| . .
-1.0x10 - = = Cumimp sin 02I
-1.5x10° : . - . - . - T -
-15 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Potencial (V/Fc*-Fc)

Figura 29. Voltamperograma en sentido catédico para el complejo Cumimp

en ausencia de O,
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a 090 SR T
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5.0x1084 -7 ~, |
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-5 ] | |
-1.0x10 - - = Cumimp sin 02I
-1.5x10° , . . | | | | | |
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Potencial (V/Fc*-Fc)

Figura 30. Voltamperograma en sentido anddico para el complejo Cumimp

en ausencia de Oa.

En el voltamperograma que se inicia en sentido anddico
correspondiente a la disolucion de Cumimp, figura 29, se pueden
observar dos sefiales que se asocian al proceso de reduccion (lic) y
de oxidacion (l1a) del par redox Cu?*/Cu* dentro del complejo Cumimp.
Al comparar ambos sentidos de barrido, anddico y catodico (figura 28),
se observa que en el dltimo existe una sefal de oxidacion (llla). Esta
sefial s6lo se puede observar en sentido catédico, por lo que
pertenece a una especie formada durante el proceso de reduccion.
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Al comparar el voltamperograma en sentido catodico (figura 29) con
el estudio de potenciales de inversion (figura 28), se observa que la
sefial perteneciente a la oxidacién del Cu+ a Cu?* (IVa) esta en un
valor de —0.09 V, mientras que la sefial llla esta en un valor de
potencial de 0.02 V. Por lo que no se puede atribuir esta sefial a la
especie de Cu(l) en ese valor de pH (9.0), [Cu(OH)z]-, sino a un
complejo soluble de cobre(l) con un entorno de coordinacion diferente

al Cu'mimp (l1a).

Tabla 9. Potenciales e intensidades de pico del Cumimp

Sefal Potencial AE, Intensidad | llc/lla
enal | de pico (V) | (mV) | de pico (nA)
Ia -0.320 4.23
lic 0441 | A 3.52 0.832

Potenciales referenciados al par Fc/Fc*.

Ilc/lla = 0.832; indica que del total de cobre (Il) que se reduce a cobre
() sélo el 83% logra reoxidarse.

AEp = 121 mV; indica que el proceso de transferencia de electrones
es lento, ya que el valor es el doble del esperado para un proceso de

un electrén (60 mv).

De la semisuma de los potenciales de pico se puede obtener el

potencial de media onda (Eu1):

—0.380 V vs (Fc/Fc*)
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6.2.4.2.

Complejo Cumiep

2.0x10° y T - T - T - |

Cumiep: catodico 1
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OO_ - -- -
. - - - -
-—- l, ==
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-
- -
- -
-
.~ -

-5.0x107 .

-1.0x10"° .
- = = Cumiep sin Oz'
-1.5x10° .

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Potencial (V/Fc*-Fc)

Figura 31. Voltamperograma en sentido catddico para el complejo Cumiep

en ausencia de O,.

En el barrido catodico (figura 31) del Cumiep, igual que en el caso
del Cumimp, se observa la aparicion de la sefial Illa (0.12 V), que se
atribuye a una especie de Cu(l) siendo diferente del [CumiepOH]*y
al [Cu(OH)z]". A diferencia del Cumimp, en el Cumiep no es tan
perceptible la sefal llla, esto se debe a la mayor estabilidad del
Cu(l) dentro del complejo.
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Figura 32. Voltamperograma en sentido anédico para el complejo Cumiep

en ausencia de Oa.

En los voltamperogramas correspondientes a la disolucién de Cumiep,
figuras 31y 32, se observa que en ambos sentidos se puede observar
dos sefiales que se asocian al proceso de reduccion (lic) y al de

oxidacion (l1a) del par redox Cu?*/Cu* dentro del complejo Cumiep.

Tabla 10. Potenciales e intensidades de pico del Cumiep

Sefial Potencial AEp Intensidad | IIc/lla
ena de pico (V) | (mV) | de pico (uA)
la -0.272 3.80
lic -0.410 138 3.77 0.992

Potenciales referenciados al par Fc/Fc*.

60



llc/lla = 0.992; indica que la mayor parte del cobre (Il) que se reduce
a cobre (1) logra volver a reoxidarse.

AEp = 160 mV; indica que la transferencia de dichos electrones es
lenta, ya que el valor es mas del doble de grande que el esperado para

un proceso de un electrén (60 mV).

De la semisuma de los potenciales de pico se puede obtener el

potencial de media onda (E12):

—-0.341 V vs (Fc/Fc®)

Una vez que se obtuvieron los parametros de ambos complejos, se
puede decir que el proceso de reduccion y oxidacion es mas reversible

en el Cumiep.

Comparando ambos potenciales de media onda, -0.380 V vs (Fc/Fc*)
para el Cumimp y -0.341 V vs (Fc/Fc*) para el Cumiep, se observa
gue el Cumiep es mejor oxidante que el Cumimp. Dicha informacion
es relevante para proporcionar una explicacion ante los resultados
derivados de los estudios cinéticos. La transferencia electronica que
ocurre en el Cu(ll) en presencia del anillo quelato de 6 miembros

(Cumiep) favorece la estabilizacion de la especie de Cu(l).

6.2.5. Efecto electrocatalitico
Como ya se mencion6 en el apartado anterior, el Ultimo estudio consta en
hacer el estudio electroquimico en ambos sentidos: catddico y anddico,
en presencia y ausencia de O..
A continuacion, a fin de comparar el efecto que tiene la presencia de O:
en ambos catalizadores (complejos), se presentaran los
voltamperogramas del primer estudio (medio de reaccién) y del anterior

estudio (complejos) juntos:
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6.2.5.1.

Complejo Cumimp
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S
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Potencial (V/Fc*-Fc)

Figura 33. Voltamperogramas en sentido catddico para el medio de

reaccion y el complejo Cumimp, en ausencia y presencia de Oa.

Al observar el voltamperograma en presencia de O: (linea punteada
roja) se ve que la sefial de reduccion (llc) aumenta en intensidad con
un valor de 0.008 mA contrastado con el valor en ausencia de O: de
0.004 mA, lo que sugiere que esté ocurriendo un proceso
electrocatalitico, ya que en las inmediaciones del electrodo, el cobre
() que se reduce se reoxida a cobre (lI) con ayuda del oxigeno
atmosférico presente en la disolucion, regenerando la concentracion
de Cu(ll) al electrodo y justificando asi el aumento de la intensidad de
la sefial en presencia de Oz. Se observa también que la intensidad de
la sefial de reduccion de Oz (Ic) en presencia de complejo (linea
punteada roja) es menor que en ausencia del complejo, esto se debe
a gue el oxigeno en la interfase se consumio en la reaccion con Cu(l).
Todo se resume en el esquema 5.
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6.2.5.2.

Superficie del electrodo

Cul'mimp Y, O, + H*
e Reduccién Reoxidacion | e~
Culmimp 2 H,0,

Esquema 5. Efecto electrocatalitico del O, atmosférico sobre el Cumimp.

Complejo Cumiep

Corriente (A)

2.0x10°® T T T T T T T T T
Cumiep: catodico !
1.5x10°° .
1.0x10° .
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T T T T T T T T i
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Potencial (V/Fc*-Fc)

Figura 34. Voltamperogramas en sentido catédico para el medio de

reaccion y el complejo Cumiep, en ausencia y presencia de O.
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6.3.

Se puede observar en la figura 34 que la sefal llc presente un
aumento en presencia de oxigeno (linea roja punteada), pero al
comparar el efecto electrocatalitico en ambos complejos se puede
notar que el efecto electrocatalitico del oxigeno en el Cumiep es
mucho menor que en el Cumimp. Asi mismo, se observa que en
presencia de oxigeno aparece una nueva sefial de reduccion (lllc), se
sabe que es una sefial correspondiente a un proceso irreversible, ya
gue no cuenta con el proceso inverso de la oxidaciéon. Se atribuye esta
sefial al reduccioén del cobre en el intermediario [Cu"miep(O2")]*, este
intermedario se forma por el proceso de transferencia de un solo
electrén entre el Cu'miep y el oxigeno atmosférico (Oz), donde el Cu(l)

se oxida a Cu(ll) y el oxigeno se reduce a ién superoxido (O2™).

Estudios cinéticos

Con el fin de evaluar la actividad catalitica de los complejos de cobre, Cumiep
y Cumimp, se utiliza la reaccién modelo de la catecol oxidasa, que consiste
en la oxidacion del 3-5-DTBC a 3-5-DTBQ (esquema 2) en el medio
MeOH/H:0. Esta reaccion se sigue a traves de espectrofotometria de UV-vis
a una longitud de onda (L) de 407 nm, siendo la 3,5-DTBQ la especie que

absorbe a dicha longitud de onda.
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Figura 35. Ciclo catalitico general para complejos mononucleares de cobre (CulL).

Para poder llevar a cabo de una manera mas efectiva la reaccion de la catecol
oxidasa, es necesario evaluar las condiciones en las cuales dicha reaccion

es mas eficiente, como los son el pH del medio, y las concentraciones tanto
del catalizador como del sustrato.

Se obtuvieron los distintos parametros cinéticos: la constante de Michaelis

(Kwm), la constante del catalizador (kcat) y la eficiencia del catalizador (Kcat/Kwm)
de los catalizadores.
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6.3.1. Variacion del pH
Este estudio sirve para determinar a qué pH el catalizador tiene una
mayor actividad catalitica en comparacion con la oxidacion del fenol
realizada en presencia del medio Unicamente, ya que se ha observado
gue el pH del medio cambia la esfera de coordinacién del cobre y por lo

tanto sus propiedades reactivas. [33],[34]

El control de pH se hizo mezclando a volimenes iguales de metanol y de
una disolucién acuosa de buffer al pH deseado (ver parte experimental).
Una vez que se identificado el pH, se puede correlacionar con el diagrama
de variacion de especies y asi se propone nuestra especie activa, que en

ambos catalizadores es el hidroxocomplejo, [CumimpOH]* vy

[CumiepOH]*.
2.0 T T T T T T
DTBC (V, vs pH)
n
1.5 4 L -
o
© 104 -
=
£ o
o
> A
0.5 - i
|
n
A
0.0 - A 4
T T T T

6.5 7.0 7.5 8.0 8.5
pH
Figura 36. Actividad catecolasa: variacion de la velocidad inicial (vo) en funcién

del pH, con efecto del medio, en una disolucién MeOH/H2OpH =90 (1:1).
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Se observa, en la figura 36, una dependencia de la velocidad inicial con
el pH. También se puede ver que en ausencia de catalizador el propio pH
del medio afecta a la velocidad inicial, en este caso la velocidad inicial

empieza a aumentar a partir de un valor de pH de 8.5.

Por otro lado, en presencia de los catalizadores al medio de reaccion se
observa que las velocidades iniciales aumentan significativamente, sobre
todo en el caso del Cumiep. Para ambos catalizadores, se observa que el
pH en el que comienza a afectar de manera significativa el pH, es a partir
de un valor de pH de 7.0 a 8.0 debido a la presencia apreciable del

hidroxocomplejo.

Una vez conociendo a nivel general la dependencia de la velocidad con
respecto al pH en presencia y en ausencia de catalizadores, se realiza
una grafica donde se reste a cada catalizador el efecto del medio en la
velocidad inicial, para poder ver de una manera mas facil el efecto que
tiene el catalizador cuando se varia el pH. De esta forma se obtiene la

siguiente grafica:
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Figura 37. Actividad catecolasa: variacion de la velocidad inicial (vo) en funcién

del pH, sin el efecto del medio, en una disolucién MeOH/H2OpH=9.0 (1:1).

Se observa, en lafigura 37, que en el caso del Cumimp la mayor actividad
se da alrededor de pH 9.0 y 9.5, mientras que para el Cumiep en un valor
de 9.0 se da un maximo de la velocidad inicial, ya que después de este
valor empieza a descender.

Al comparar ambas graficas (figura 36 y 37) se puede observar que al
aumentar el pH la aportacion del medio en el valor de la velocidad inicial

se va haciendo cada vez mas importante (figura 35, 4).

El pH que se eligio para realizar los siguientes estudios es pH 9.0. Debido
a gue en este pH el Cumiep alcanza un maximo y en el caso del Cumimp
tiene un valor similar que en pH 9.5. En este pH (9.0) predomina en ambos
casos el hidroxocomplejo, [CumimpOH]* y [CumiepOH]* con un

porcentaje del 68% y del 85% respectivamente.
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6.3.2. Variacion de la concentracion del catalizador CuL

El modelo de Michaelis-Menten se basa en que el comportamiento del
catalizador es de primero orden, por lo que es importante verificar esto,
porque de lo contrario no se podrian tratar los resultados de la variacion
del 3,5-DTBC con un modelo de Michaelis-Menten.

El estudio se realiz0 bajo la metodologia estandarizada (25°C,
MeOH:H20 1:1) y con una concentracién de sustrato ([DTBC]) de 2
mmol/L. Para ambos complejos el pH al que se fij6 el medio fue de 9.0,
determinado gracias al estudio anterior.

En la siguiente grafica se muestran los resultados de la variacion de la

velocidad inicial (vo) en funcion de la concentracion del catalizador (CulL):

5 DTBC (V, vs [CuL]) i

| | ' | ' | ' | '
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
[CuL] (mM)
Figura 38. Actividad catecolasa: variacion de la velocidad inicial (vo) en funcién

de la concentracion de catalizador ([CuL]), en una disolucion MeOH/H2OpH = 9.0
(1:2).
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Se encontrd que existe una relacion lineal entre la velocidad inicial (vo) y
la concentracion de ambos catalizadores [CuL] dentro del intervalo de
estudio. Por lo que la reaccion es de primer orden con respecto a los
complejos de cobre, la ecuacion cinética que explica este comportamiento
es la siguiente:

1 = kobs[cat]

Donde kobs es la constante de primer orden observada y [cat] la

concentracion de los catalizadores.

A continuacion, se muestran los valores de kobs de los catalizadores dados
por la pendiente de la recta, donde se observa que el catalizador con el
ligante miep tiene una mayor actividad catalitica que el catalizador con el

ligante mimp.

Tabla 11. Valores de las constantes de primer orden.

Catalizador Kobs(S™1) R?
Cumimp 0.0207 0.999
Cumiep 0.0508 0.998

De acuerdo con los resultados, se confirma que los catalizadores tienen
un comportamiento lineal frente a la variacion de la concentracion inicial
del catalizador, ya que el coeficiente de correlacion (R?) es mayor que
0.99. Dicho esto, el modelo de Michaelis-Menten es valido para

emplearse en este estudio.

Al comparar la kobs de ambos catalizadores, se observa preliminarmente
gue el Cumiep tiene un valor mas alto que la kobs del Cumimp, lo que
indica que el cambio en la velocidad inicial al variar la concentracion inicial
de catalizador es mas grande en el primer catalizador y haciendo que por

ende la oxidacion del sustrato sea mas rapida en este caso.
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6.3.3. Variacion de la concentracion inicial de 3,5-DTBC
Una vez determinado el orden de reaccion con respecto a los
catalizadores, se puede evaluar el efecto que tiene la variacion de la
concentracion del sustrato (3,5-DTBC). Este estudio es el que permite
obtener los parametros cinéticos que se necesitan para evaluar y

comparar la actividad catalitica de los catalizadores, Cumimp y Cumiep.

El estudio se realiz6 nuevamente bajo la metodologia estandarizada
(25°C, MeOH:H20 1:1). Para ambos complejos el pH al que se fijo el
medio fue de 9.0.

En la siguiente grafica se muestran los resultados de la variacion de la
velocidad inicial (vo) en funcion de la concentracion de sustrato (DTBC);

asi mismo ambas presentan su ajuste hiperbdlico:

175 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
DTBC (V, vs [DTBC])

1.50

1.25 +

1.00 +

0.75

Vo (uM S_l)

0.50

0.25

0.00 +

-0.25 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0

[DTBC] (mM)

Figura 39. Actividad catecolasa: variacion de la velocidad inicial (vo) en funcién

de la concentracion de sustrato ([DTBC]), en una disolucion MeOH/H2OpH = 9.0
(1:2).
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En la figura 39 se observa que, en el intervalo de concentraciones
empleado, ambos catalizadores siguen un comportamiento parecido al
modelo de Michaelis-Menten. Es posible apreciar que en la curva que
corresponde al Cumimp (curva naranja) a concentraciones de sustrato
pequefas la curva se comporta como una hipérbola, pero conforme la
concentracion va aumentando el comportamiento pasa a ser el de una
recta. Del mismo modo en la curva correspondiente al Cumiep (curva
morada) se observa el mismo comportamiento, en donde a
concentraciones bajas la funcién es una hipérbola y a concentraciones
altas se comporta como una recta, en este caso se observa una pendiente

mas pronunciada que en el anterior.

A concentraciones bajas los catalizadores siguen un comportamiento tipo
Michaelis-menten, pero conforme aumenta la concentracion de sustrato
la relacién con la velocidad empieza a ser proporcional, por lo que es
posible establecer que los catalizadores siguen un comportamiento
hipérbola+trecta:

Vméx [S ]

Vo =m + m|S]

Tabla 12. Parametros cinéticos de los catalizadores Cumiep y Cumimp.

Catalizador | Km(moIL™?) | vmax(Ms™?) | Keat(s?) | Kea/Km | m (s?)
Cumiep 8.74x10° | 1.06x10° 0.053 606 243
Cumimp 9.46x10° 0.59x196 0.029 312 129

La discusion de los parametros cinéticos se puede hacer en términos de:
la afinidad del catalizador por el sustrato (Kwm), la transformacion del
sustrato a producto (kcat), la velocidad de la reaccion (vmax) y el cociente
(Kcat/Kwm).
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Se observa que la Km del Cumiep es menor a la del Cumimp, lo que se
traduce en que el complejo catalizador-sustrato es mas estable o que el
Cumiep tiene una mayor afinidad por el sustrato (3,5-DTBC) que el

Cumimp.

Comparando la kcat, sSe puede observar que el Cumiep tiene una mayor
keat que el Cumimp, lo cual puede interpretarse como que el Cumiep es
mas rapido, en la reaccion de oxidacién del sustrato, de 3,5-DTBC a 3,5-
DTBQ.

Esto puede explicarse con los resultados de los estudios electroquimicos
descritos anteriormente en el que una cadena alifatica mas larga, en el
caso del Cumiep, facilita la transferencia electronica del Cu(ll) a Cu(l). A
nivel estructural, una cadena alifatica mas larga le proporciona flexibilidad
al anillo quelato y por ende el cambio geométrico de Cu (ll) a Cu(l) es mas
favorable, aunado a que esta flexibilidad también proporciona una mayor
reversibilidad al sistema de Cumiep, lo que resulta ser importante a la

hora de la regeneracién del complejo de Cu (Il) en el ciclo catalitico.

El dltimo parametro por comparar es el cociente (kca/Km). EI Cumiep
posee un cociente mas alto que el Cumimp debido a que tiene una Kcat
mas grande y una menor Kw, lo que se traduce en que su afinidad por el
sustrato es mayor y en que completa mas rapido el ciclo catalitico de la
oxidaciéon de 3,5-DTBC a 3,5-DTBQ.

Se compararon los parametros obtenidos de los catalizadores con los ya
reportados en la literatura, y se observd que el Cumiep y el Cumimp se
encuentran dentro de los primeros diez catalizadores con mejor

desemperio en lo que respecta a la actividad catecolasa. [35]
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Si se comparan los valores de la eficiencia catalitica (kca’Km) de los
complejos dinucleares (tabla 2) contra los valores de sus analogos
mononucleares (tabla 12), se observa que dos equivalentes del complejo
mononuclear Cumimp presentan una mayor eficiencia catalitica que un
equivalente del complejo dinuclear Cu2dimp; mientras que el Cumiep y
Cuzdiep presentan una eficiencia catalitica similar. Esto contrasta con la
hipétesis de que la dinuclearidad en los complejos de cobre ayudaba a la

obtencién de una mejor eficiencia catalitica.
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7. Conclusiones

De los estudios potenciométricos se sabe que:

» El complejo que contiene Unicamente anillos quelato de 5 miembros
(Cumimp) es mas estable que el complejo que contiene un anillo quelato de
6 miembros (Cumiep).

» A pH superiores a 8.5 (Cumimp) y 8.0 (Cumiep) existe la formacién de los

hidroxocomplejos que son relevantes para su actividad catecolasa.

De los estudios electroquimicos:

» La transferencia electrénica es mas favorable y reversible para el complejo
gue contiene un anillo quelato de 6 miembros, Cumiep.
» El proceso electrocatalitico es mas favorable para el complejo que contiene

Unicamente anillos quelato de 5 miembros, Cumimp.

De los estudios cinéticos:

» Los complejos Cumiep y Cumimp presentan actividad catecolasa importante
a pH 9.0.

» EIl complejo que contiene un anillo quelato de 6 miembros (Cumiep) posee
una mayor actividad catalitica que el que contiene Unicamente anillos quelato
de 5 miembros (Cumimp).

» Aguel ligante que tiene un poder oxidante mayor, Cumiep, es también aquel
gue tiene una mejor eficiencia catalitica.

» Con respecto a una de las hipoétesis iniciales relacionada con el efecto de la
nuclearidad, los resultados no fueron los esperados, ya que, en este trabajo,
los complejos (Cumimp) y (Cumiep) resultaron con mejor actividad que sus

analogos dinucleares (Cuz2dimp) y (Cuzdiep).
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8.1.

Parte experimental

Sintesis

Para la sintesis de los ligantes se tomé como referencia la tesis de Jorge

Rubalcaba (2020), con unas ligeras modificaciones.

Por efectos de la pandemia, para la sintesis de los ligantes el tiempo

estipulado era de 24 horas, pero en algunas ocasiones se dejo reaccionar

hasta 5 dias.

8.1.1.

8.1.2.

Sintesis del ligante miep

Se disuelven 4.40 g (40 mmol) de 2-etil-4-metilimidazol en 30 mL de
MeOH. Posteriormente se agregan 5.7 mL (40 mmol) de 2-
[(metilamino)etil]piridina, 6 mL (60 mmol) de formaldehido y 2 mL (14
mmol) de trietilamina. Una vez que se tiene la mezcla de reaccion se pone
a calentar en un bafio de aceite a 60°C. Durante los primeros instantes la
disolucién se torna de color amarillo-naranja. La mezcla se deja
reaccionar durante 24 horas. Pasado este tiempo, la mezcla de reaccion
se filtra a través de cromatografia en columna, usando una mezcla de
disolventes MeOH/CHClIs (1:9). Una vez filtrada la mezcla se obtiene un

aceite de color marroén.

Sintesis del ligante mimp

Se disuelven 1.10 g (10 mmol) de 2-etil-4-metilimidazol en 30 mL de
MeOH. Posteriormente se agregan 1.5 mL (10 mmol) de 2-
[(metilamino)metil]piridina, 1.21 mL (15 mmol) de formaldehidoy 2 mL (14
mmol) de trietilamina. Una vez que se tiene la mezcla de reaccion se pone
a calentar en un bafo de aceite a 60 °C. Durante los primeros instantes
la disolucion se torna de color amarillo-naranja. La mezcla se deja
reaccionar durante 24 horas. Pasado este tiempo, la mezcla de reaccion
se filtra a través de cromatografia en columna, usando una mezcla de
disolventes MeOH/CHCI3 (1:1). Una vez filtrada la mezcla se obtiene un
aceite de color marrén.
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8.2.

8.1.3.

8.1.4.

Sintesis del complejo [Cumimp]

Para los estudios en disolucion y los estudios cinéticos, el complejo
Cumiep se prepara in situ agregando 1 equivalente de miep y 1
equivalente de cobre (II).

En el caso de los estudios electroquimicos el ligante se prepar6 antes del
estudio en si, pero bajo el mismo principio de agregar un equivalente de

miep y 1 equivalente de cobre (I1).

Sintesis del complejo [Cumiep]

Para los estudios en disolucién y los estudios cinéticos, el complejo
Cumimp se prepara in situ agregando 1 equivalente de miep y 1
equivalente de cobre (l1).

En el caso de los estudios electroquimicos el ligante se preparo6 antes del
estudio en si, pero bajo el mismo principio de agregar un equivalente de

mimp y 1 equivalente de cobre (II).

Estudios en disolucion

Para los estudios en disoluciéon se utilizaron cloruros como contraidn. Esto

debido a la naturaleza del estandar de cobre utilizado, 1000 mg de Cuen 0.1
L (CuClz2 en H20).

La superficie del electrodo se activd sumergiéndolo alternadamente en una

disolucion de NaOH 0.1 mol/L y HNOs 0.1 mol/L; durante tres minutos en

cada disolucion y con agitacién constante.

Antes de iniciar cada experimento, el potenciometro fue calibrado con la

ayuda de unos amortiguadores de pH 7, pH 4 y pH 10.
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8.2.1. Valoraciones

8.2.1.1.

8.2.1.2.

Valoracion NaOH

Se prepara una disolucién de biftalato de potasio 0.02 mol/L. Para esto
se pesan aproximadamente 0.4084 g de biftalato de potasio, los
cuales se aforan a 100 mL con una disolucién 0.1 mol/L de KNOs.
Posteriormente, por triplicado, se toma una alicuota de 25 mL, la cual
se valora con la disolucion de NaOH (0.101 mol/L) que se encuentra
en el titulador. La valoracién se lleva a cabo bajo agitacion constante
y a 25 °C.

Valoracion HCI

Se prepara una disolucién de HCI 0.2 mol/L a partir de una disolucién
del mismo &cido a 1 mol/L. Para esto de la disolucién de partida se
toma una alicuota de 100 mL y se afora a 500 mL con una disolucién
de KCI 0.1 mol/L.

Como siguiente paso, se prepara una disolucion de HCI 0.01 mol/L.
Para esto se toma una alicuota de 5 mL de la disolucion de HCI 0.2
mol/L y se afora a 100 mL con la misma disolucién de KCI previamente
utilizada. Por ultimo, y por triplicado, se toma una alicuota de 25 mL
de esta ultima disolucion y se valora con la disolucion de NaOH (0.101
mol/L) que se encuentra en el titulador. La valoracion se lleva a cabo

bajo agitacion constante y a 25 °C.

8.2.2. Titulaciones

8.2.2.1.

Titulacion HCI

A partir de la disolucion de HCI 0.2 mol/L, se toman 3 alicuotas de 4
mL, 6 mL y 10 mL, las cuales se aforan en matraces de 100 mL con
una disolucién de KCI 0.1 mol/L. Cada disolucion se titula por triplicado
con NaOH (0.101 mol/L) tomando una alicuota de 25 mL. La

valoracion se lleva a cabo bajo agitacion constante y a 25 °C.
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8.2.2.2.

8.2.2.3.

Titulaciones miep y Cumiep

Para la titulacion del ligante y del complejo, miep y Cumiep se
preparan tres disoluciones de miep 2 mmol/L, 3 mmol/L y 5 mmol/L.
Para esto se pesan 0.0588 g, 0.0882 g y 0.1470 g los cuales se
disuelve en la menor cantidad posible de MeOH, una vez disueltos se
vierten en tres matraces, a estos se les afiade 4 equivalentes de HCI
0.182 mol/L, finalmente se aforan a 100 mL con una disolucion de KCI
0.1 mol/L.

Para la titulacion del miep, por duplicado se toma una alicuota de 25
mL de cada disolucion y se titula con la disolucion de NaOH (0.101
mol/L).

Mientras que para la titulacion del Cumiep, por cada disolucion se
toma una alicuota de 25 mL y se afiade 1 equivalente de estandar de
cobre, para posteriormente proceder a la titulacion con NaOH (0.101
mol/L).

Todas las titulaciones se llevan a cabo bajo agitacién constante y a 25
°C.

Titulaciones mimp y Cumimp

Para la titulacion del ligante y del complejo, mimp y Cumimp se
preparan tres disoluciones de mimp 2 mmol/L, 3 mmol/L y 5 mmol/L.
Para esto se pesan 0.0560 g, 0.0840 g y 0.1400 g los cuales se
disuelve en la menor cantidad posible de MeOH, una vez disueltos se
vierten en tres matraces, a estos se les afiade 4 equivalentes de HCI
0.182 mol/L, finalmente se aforan a 100 mL con una disolucién de KCI
0.1 mol/L.

Para la titulacion del mimp, por duplicado se toma una alicuota de 25
mL de cada disolucién y se titula con la disolucion de NaOH (0.101
mol/L).
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8.3.

Mientras que para la titulacion del Cumimp, por cada disolucién se
toma una alicuota de 25 mL y se afiade 1 equivalente de estandar de

cobre, para posteriormente proceder a la titulacion con NaOH (0.101

mol/L).
Todas las titulaciones se llevan a cabo bajo agitacion constante y a
25°C.
Electroquimica
Todos los estudios electroquimicos de voltamperometria ciclica se hicieron
utilizando una celda de tres electrodos. Esta celda consta de:
e Electrodo de trabajo: carbon vitreo
e Electrodo de referencia: Ag°/AgCI(KCI sat.)
e Electrodo auxiliar: Pt°
Para estos experimentos se preparo una disolucion amortiguadora de pH 9.0
con una concentracién de CHES de 0.3 mol/L. Asi mismo se prepararon dos
disoluciones de los dos catalizadores estudiados en el presente trabajo,
Cumiep y Cumimp, con una concentracion de 0.01 mol/L. Antes de realizar
cada estudio se realizé la compensacion de la caida 6hmica ajustandola al
10%.
8.3.1. Medio

Para poder realizar los estudios electroquimicos de los catalizadores, es
necesario hacer un estudio electroquimico del comportamiento del Oz y
el medio (MeOH/H20). Para esto se agregan 3.5 mL de disolucion
amortiguadora CHES, 3.5 mL de MeOH HPLC y 3.0 mL de una mezcla
de MeOH/H20 (1:1). El estudio electroquimico se lleva a cabo con la
disolucién tal y como se prepar6, es decir, sin burbujear N2 y con el O2

atmosférico en contacto.
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8.4.

8.3.2.

8.3.3.

8.3.4.

Ligantes

Se prepara la celda como se hizo en el estudio del medio, pero esta vez
se le afade celda 1.0 mL de miep/mimp 0.01 mol/L. Primero, se realizan
barridos tanto catddicos como andédicos en presencia de Oz, para
posteriormente burbujear N2 y volver a realizar barridos catédicos y

anodicos.

Cumiep

Una vez que se realizan los estudios del ligante y el medio se le afiade a
la celda 0.5 mL de Cumiep 0.01 mol/L y posteriormente otros 0.5 mL de
miep 0.01 mol/L. Primero, se realizan barridos tanto catddicos como
anddicos en presencia de Oz, para posteriormente burbujear N2 y volver
a realizar barridos catddicos y anddicos.

Cumimp

Una vez que se realizan los estudios del ligante y el medio se le afiade a
la celda 0.5 mL de Cumimp 0.01 mol/L y posteriormente otros 0.5 mL de
mimp 0.01 mol/L. Primero, se realizan barridos tanto catdédicos como
anaodicos en presencia de Oz, para posteriormente burbujear N2 y volver

a realizar barridos catddicos y anddicos.

Actividad catecolasa

Todos los experimentos cinéticos se llevaron a cabo de la misma forma;

usando una celda de cuarzo con paso Optico de 1 cm, 1 mL de disolucion

amortiguadora (HEPES o CHES), 1 mL de catalizador (Cumiep o Cumimp) y

1 mL de sustrato (3,5-DTBC), es importante resaltar que la celda se llend en

el orden ya mencionado. La reaccién se siguié durante 1 minuto con

mediciones cada 0.5 s y a una longitud de onda de 407 nm; cada experimento

se realizo por triplicado.
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Todas las disoluciones preparadas en el estudio cinético se realizaron en una
mezcla de MeOH/H20 (1:1) siendo el MeOH grado HPLC.

Las disoluciones empleadas durante la actividad catecolasa se describen a

continuacion, aunque dentro de los experimentos pueden cambiar las

concentraciones de dichas disoluciones y en el caso del amortiguador el pH

y el mismo amortiguador:

Disolucion amortiguadora: CHES con una concentracion de 0.15 mol/L
y un pH de 9.

Disolucién del catalizador: Cumiep o Cumimp con una concentracion
de 0.06 mmol/L.

Disolucion de sustrato: 3,5-diterbutilcatecol con una concentracion de

6 mmol/L.

8.4.1. Miep

8.4.1.1.

8.4.1.2.

vo VS pH

Se sigue el experimento con las disoluciones y el procedimiento
indicados; a excepcion de la disolucion amortiguadora. Se preparan
tres disoluciones de HEPES 0.15 mol/L con pH de 7.0, 7.5y 8.0. Asi
mismo se preparan otras tres disoluciones de CHES 0.15 mol/L con
pH de 8.5,9.0y 9.5.

vo VS [Cumiep]

Se sigue el experimento con las disoluciones y el procedimiento
indicados; en este caso lo que se va a ir variando es la concentracion
del catalizador, para lo que se preparan 5 disoluciones de Cumiep con
concentracion de 0.06 mmol/L, 0.12 mmol/L, 0.18 mmol/L, 0.24
mmol/L y 0.30 mmol/L.
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8.4.1.3. wovs [DTBC]
Se sigue el experimento con las disoluciones y el procedimiento
indicados; esta vez se va a variar la concentracion del sustrato, 3,5-
DTBC. Para ello se van a preparar 9 disoluciones de DTBC con
concentraciones de 0.15 mmol/L, 0.3 mmol/L, 0.6 mmol/L, 1.2 mmol/L,
1.5 mmol/L, 2.4 mmol/L, 3.0 mmol/L, 4.5 mmol/L y 6 mmol/L. Todas
las concentraciones en la celda se van a la tercera parte.

8.4.2. Mimp

8.4.2.1. wvovspH
Se sigue el experimento con las disoluciones y el procedimiento
indicados; a excepcion de la disolucion amortiguadora. Se preparan
tres disoluciones de HEPES 0.15 mol/L con pH de 7.0, 7.5y 8.0. Asi
mismo se preparan otras tres disoluciones de CHES 0.15 mol/L con
pH de 8.5,9.0y 9.5.

8.4.2.2. wvovs [Cumimp]
Se sigue el experimento con las disoluciones y el procedimiento
indicados; en este caso lo que se va a ir variando es la concentraciéon
del catalizador, para lo que se preparan 5 disoluciones de Cumimp
con concentracion de 0.06 mmol/L, 0.12 mmol/L, 0.18 mmol/L, 0.24
mmol/L y 0.30 mmol/L.

8.4.2.3. wvovs [DTBC]

Se sigue el experimento con las disoluciones y el procedimiento
indicados; esta vez se va a variar la concentracion del sustrato, 3,5-
DTBC. Para ello se van a preparar 9 disoluciones de DTBC con
concentraciones de 0.15 mmol/L, 0.3 mmol/L, 0.6 mmol/L, 1.2 mmol/L,
1.5 mmol/L, 2.4 mmol/L, 3.0 mmol/L, 4.5 mmol/L y 6 mmol/L. Todas

las concentraciones en la celda se van a la tercera parte.
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