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GLOSARIO

TAML = ligante tetraamido macrociclico

bpy = 2,2’-bipiridina

phen = 1,10-fenantrolina

DMBA = N,N’-dimetilbencilamina

DMAP = N,N’-dimetilaminopiridina

phenNH, = 5,6-diamin-1,10-fenantrolina

bpyCO,H = 3,3’-dicarboxi-2,2’-bipiridina

phenCO = 1,10-fenantrolin-5,6-diona

Hphpy = 2-fenilpiridina

GO = glucosa oxidasa

HRP = peroxidasa de rabano

FAD = flavin adenin dinucleotido

GO, = GO-FAD = glucosa oxidasa en forma oxidada
GO,eq = GO-FADH, = glucosa oxidasa en forma reducida
Km = constante de Michaelis Menten

Vo = Velocidad inicial

Vmax = velocidad maxima

Ki = constante de inhibicion

OM = orbital molecular

PAC = complejo polanidnico

A.O. = adicion oxidativa

E.R. = eliminacidn reductora

S.E. = sustitucion electrofilica

ROMP = polimerizacién metatésica por apertura de anillo

ATRP = polimerizacidn radicalica por transferencia de &tomo



ABSTRACT

Cyclometalated ruthenium(II) complexes with polypyridine ligands, can rapidly exchange
electrons with active sites of redox enzymes such as glucose oxidase (GO) and horseradish
peroxidase (HRP). For this reason, these species have been studied as mediators with
potential applications in amperometric biosensors, in which the analyte concentration is
evaluated through an electric current generated by the redox reaction catalyzed by the
enzyme. In other hand, iron-tetraamido macrocyclic ligand (Fe-TAML) complexes which
contain 4 amide groups forming a central cavity are catalysts with similar function as HRP
active site. These complexes have been tested in conjunction with cyclometalated
ruthenium(II) complexes in peroxide quantification with possible use in amperometric
Sensor.

In this work, we are presenting the synthesis and characterization of a modified TAML,
bearing a bipyridine fragment, labeled bpyTAML. The amides can be deprotonated and
bounded a transition metal of the first row, forming M-TAML complexes, which have a
chelate in the external section for the coordination of cyclometalated ruthenium complex
moiety. The main purpose of this structure is to have both metallic complexes in one
molecule. Compounds Li[Co™-bpyTAML] y Li,[Ni'-bpyTAML were obtained, but the
instability of the ligand during the metalation process prevented the complex formation
using others metals.

Ruthenium complexes were designed and synthetic routes were proposed in order to form
bimetallic complex from bpyTAML and M-bpyTAML. However, due to spatial
conformation of bpyTAML, the bipyridine fragment could not accomplish its function as
bidentate chelate and it was impossible to coordinate ruthenium complexes.

Unstable cycles combined with the spatial configuration of the new M-TAML complexes
promote the hydrolysis of the amide groups. From this fragment we could identify new
Cu", Co™ and Ni" complexes in which the ligand is a dianion species with 2 6-N-M bonds
and 2 coordinative bonds with amines produced during hydrolysis. Ni and Cu complexes
are square planar species, while in the Co complex the metal was oxidized to Co™ and
acquired an octahedral structure with an hydroxyl group and a water molecule in axial
positions. These complexes were later synthetized by an alternative route and were fully
characterized.

In this work, we also present a study of the ruthenium complexes effect in glucose
oxidation by GO. Kinetic parameters were evaluated recording O, concentration with a
Clark electrode and, we found that Ru" complexes have an inhibition effect in the
enzymatic reaction, similar values for ki’s and Km were obtained and, a relationship
between the type of inhibition and the electronic properties of the metal was observed. On



the other hand Ru™ complexes were activators of the reaction and a no monotonic effect
was noted.



RESUMEN

Los complejos ciclometalados de rutenio(II) con ligantes polipiridinicos, pueden llevar a
cabo el intercambio de electrones con los sitios activos de enzimas redox, tales como
glucosa oxidasa (GO) y peroxidasa de rabano (HRP). Debido a esta propiedad han sido
estudiados como mediadores con posible aplicacion en biosensores amperométricos, en los
cuales la concentracion de analito es evaluada a través de una corriente que se genera por la
reaccion redox catalizada por la enzima. Por su parte los complejos hierro-ligante
tetraamidomacriciclicos (Fe-TAML) son catalizadores que funcionan de manera similar al
sitio activo de la HRP; estos complejos han sido probados, conjuntamente con complejos
de rutenio para la cuantificacion de peroxido, con aplicacion como sensores
amperométricos.

En este trabajo, se llevd a cabo la sintesis y caracterizacion de un TAML modificado con
un fragmento de bipiridina, denominado bpyTAML, el cual contiene un esqueleto con 4
grupos amidas en una cavidad central que se pueden desprotonar para enlazar un metal de
la primera serie de transicion formando M-TAML, y cuenta con un quelato en la parte
exterior para coordinarse a un complejo ciclometalado de rutenio, con objeto de tener
ambos complejos metalicos en una molécula. Fue posible obtener los complejos Li[Co™-
bpyTAML] y Liz[Ni"-bpyTAML]. Sin embargo, la baja estabilidad del ligante al ser
metalado impidié la formacion de complejos con otros metales en la cavidad central,
principalmente Fe.

Se disefiaron complejos de rutenio y se plantearon rutas sintéticas para formar el complejo
bimetalico a partir del bpyTAML y los M-bpyTAML sintetizados, pero debido a la
conformacion espacial que adquieren las especies bpyTAML, el fragmento de bipiridina no
pudo cumplir su funcién como quelato bidentado, por lo que no fue posible coordinarlo a
los complejos de rutenio.

La formacion de ciclos inestables y la configuracion espacial de los complejos con el nuevo
ligante, promueve la fragmentacion de los grupos amido de la estructura por hidrolisis de
los mismos. A partir de esta ruptura, se pudieron identificar algunos fragmentos entre los
que se encontraron complejos metélicos con Cu", Co™ y Ni", donde el ligante es un dianion
con 2 enlaces 6-N-M en los N-amidicos y forma 2 enlaces de coordinacion con 2 aminas
producidas al separarse el fragmento de bipiridina del bpyTAML. Los complejos de Ni y
Cu tienen una estructura cuadrado plana, mientras que en el complejo de Co, el metal se
oxido a Co™ adquiriendo una geometria octaédrica con un grupo hidroxilo y una molécula
de agua en las posiciones axiales. Los complejos fueron sintetizados posteriormente por
una ruta alterna, lo que permitid su caracterizacion por diversas técnicas espectroscopicas.

También se presenta un estudio del efecto de una serie de complejos de Ru" y Ru'" sobre la

reaccion de oxidacion de glucosa con GO. Este se llevd a cabo monitoreando la



concentracién de oxigeno con un electrodo de Clark, encontrando que los complejos de Ru"
tienen un efecto inhibitorio sobre la reaccidn enzimatica, con valores de ki =~ Km. Ademas se
observd una relacion entre el tipo de inhibicidon y las propiedades electronicas sobre el
metal. Por otra parte complejos de Ru™ fueron activadores de la reaccion, observandose un
efecto no monotonico en esta interaccion.



INDICE

1. Introduccion
2. Antecedentes

2.1. Complejos de rutenio: caracteristicas y propiedades
2.1.1. Complejos polipiridinicos
2.1.2. Ciclimetalacion
2.1.3. orto-metalacion
2.1.4. Potencial redox
2.1.5. Propiedades luminiscentes
2.1.6. Catalisis
2.1.7. Anticancerigenos
2.1.8. Mediadores de rutenio

2.2. Enzimas
2.2.1. Estructura y catalisis
2.2.2. Cinética enzimatica
2.2.3. Inhibicion y activacion enzimatica
2.2.4. Glucosa oxidasa
2.2.5. Biosensor amperométrico de glucosa
2.2.6. Mediadores de rutenio para la glucosa oxidasa
2.2.7. Peroxidasa de rabano HRP

2.3. Metal-TAML (/igante tetraamido macrociclico)
2.3.1. Disefio del M-TAML
2.3.2. Complejos polianionicos PAC
2.3.3. Estructura de TAML
2.3.4. Metalacion del TAML
2.3.5. M-TAML como catalizador
2.3.6. Actividad tipo peroxidasa
2.3.7. Actividad tipo catalasa
2.3.8. Catalisis del Co-TAML
2.3.9. Proceso de degradacion del M-TAML
2.3.10. Degradacion por hidrdlisis 4cida y basica

2.3.11. Degradacion por condiciones oxidativas (autodegradacion)

2.3.12. M-TAML y complejos de rutenio
2.4. Referencias
3. Hipotesis
4. Objetivos
5. Complejos ciclometalados de rutenio
5.1. Primer propuesta: complejos con ligantes labiles
5.1.1. Precursor [Ru(n 6.C¢Hg)CL]s (1)
5.1.2. [Ru(phpy)(CH3CN)4]PF¢ (2)

O 0 9 N B b W W~

W o DR DN DD DD W WWWWWWWihtNoNoNeNee—es—~m = = = —
—_—— O O 0O 0 W= = OO VU IO NN, OO NP W O NNV B W



5.1.3. [Ru(phpy)(CH;CN)3(CO)]PFs (3) 52

5.1.4. cis-[Ru(phpy)(phen)(CH3CN),|PFs (4) 56
5.1.5. trans-[Ru(phpy)(phen)(CH3;CN),|PFs (5) 56
5.2. Segunda propuesta: complejos conteniendo grupos para ser condensados 57
5.2.1. Ligantes polipiridinicos con grupos funcionales 57
5.2.2. Complejo [Ru(phpy)(phen)(penNH,)]" 58
5.2.3. cis-[Ru(phpy)(phenCO)(CH3CN),]PF¢ (6) 60
5.2.4. trans-[Ru(phpy)(phen)(phenCO)]PF¢ (7) 60
5.2.5. [Ru(phpy)(phen)(bpyCO,H)]PF¢ (8) 61
5.3. Parte experimental 62
5.4. Referencias 68
6. Ligante TetraAmido Macrociclico (TAML) modificado 70
6.1. TAML modificado con fenantrolina (phenTAML) 70
6.2. TAML modificado en la cola con 2,2-bipiridina (bpyTAML) 75
6.3. Parte experimental 81
6.4. Referencias 86
7. Metalacion del bpyTAML y reacciones para ensamblar el ligante al complejo de
rutenio 87
7.1. Metalacion del bpyTAML 87
7.1.1. Metalacion con hierro 87
7.1.2. Metalacion con cobre 90
7.1.3. Metalacion con cobalto 91
7.1.4. Metalacion con niquel 93
7.2. Descomposicion de M-bpyTAML vy sintesis de complejos M-15 95
7.2.1. Complejo Cu-15 96
7.2.2. Complejo Co-15 97
7.2.3. Complejo Ni-15 99
7.3. Reacciones para formar el complejo bimetélico 100
7.3.1. Sistema bimetalico por intercambio de ligantes 101
7.3.2. Formacion del complejo bimetalico por reaccion de condensacion 104
7.4. Analisis del bpyTAML y M-bpyTAML mediante calculos DFT 105
7.5. Parte experimental 109
7.6. Referencias 113
8. Complejos de rutenio como efectores de la glucosa oxidasa 116
8.1. Sintesis de complejos ciclometalados 116
8.2. Metodologia del estudio cinético 120
8.2.1. Curva estandar (ausencia de complejos) 120
8.2.2. Efecto del complejo de coordinacion (16) 123
8.2.3. Efecto de complejos ciclometalados de rutenio(II) 124
8.2.4. Efecto de complejos de rutenio(III) 128

8.3. Parte experimental 132



8.4. Referencias 133
9. Conclusiones 136
10. Anexos Al-Al13
11. Publicaciones



Introduccion

1. Introduccion.

El pensamiento cientifico actualmente se ha enfocado en la idea de que los sistemas
biologicos son los modelos mas eficientes en términos energéticos, ademas de ser
sistemas sostenibles que no representan riesgos para el medio ambiente. Es por ello que
la tendencia de la quimica estd dirigida al entendimiento de estos sistemas y la
replicacion de sus propiedades y funciones.

Asimismo, en las ultimas décadas la quimica de los metales de transicion ha centrado
una parte de su atencion en los sistemas bioldgicos, desarrollando un gran ntimero de
complejos inspirados en los sitios activos de las enzimas, algunos de los cuales han
logrado emular la catalisis enzimatica. A pesar de algunas desventajas encontradas en
estos complejos (como su menor especificidad), la aplicacion de estas especies
quimicas resulta sumamente atractiva debido a la disminucion en el costo de produccion
con respecto a la obtencion de enzimas desde una forma bioldgica, ademas facilita la
manipulacidon y permite introducir modificaciones a través de grupos funcionales dentro
de las moléculas.

En este ambito, desde los afios 1980°s el grupo del Dr. Collins se ha dedicado al disefio
y desarrollo de complejos de metales de transicion cuya funcién se asemeja a una
peroxidasa. A estos complejos se les denomindé M-TAML en donde el metal pertenece a
la primera serie de transicion: Co, Cr, Ni, Cu y principalmente Fe, lo que le confiere
mayor biocompatibilidad. Estos complejos se activan con peroxidos formando especies
fuertemente oxidantes capaces de degradar moléculas, por lo que han sido usados por
ejemplo, como agentes de tratamiento de aguas residuales, detergentes, residuos de la
industria papelera, entre otras cosas. Adicionalmente, estos complejos se fragmentan en
pequenas moléculas “inofensivas”, lo que les confiere la caracteristica de amigable al
medio ambiente. Una aplicacidon menos explorada de los M-TAML, es su uso en
sensores de perdxido, sustituyendo a las peroxidasas de un biosensor de peroxidos tipo
amperométrico. Los M-TAML’s pueden reducir el H,O, a H,O generando una corriente
eléctrica proporcional a la cantidad de H,O, presente.

La influencia de los sistemas bioldgicos en quimica organometalica no queda acotada a
replicar sitios activos de enzimas, encontramos también moléculas disefiadas para
Interactuar con estos, ya sea sustituyendo un sustrato en reacciones enzimaticas o bien
promoviendo la reaccion mediante la transferencia de electrones o de grupos
funcionales. Incluso, se han estudiado un gran ntimero de compuestos capaces de
bloquear o acelerar las reacciones enzimadticas, los cuales estan destinados
principalmente a la medicina. Dentro de este contexto, nuestro grupo de trabajo se ha
concentrado en la sintesis de diversas especies ciclometaladas de rutenio y osmio, que
han mostrado una alta afinidad con los sitios activos de enzimas redox como glucosa
oxidasa GO y peroxidasa de rdbano HRP, y pueden llevar a cabo reacciones redox con
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los sitios activos sustituyendo al cosustrato natural. Asimismo, estos complejos pueden
cambiar su estado de oxidacién y permanecer estables al interactuar con la corriente
generada en un electrodo, por ello sirven como “transportadores de electrones” o
mediadores entre la enzima y el electrodo, y se pueden usar en biosensores
amperométricos. No obstante, debido a que los complejos pueden interactuar con el
sitio activo de la enzima, nuestra tarea incluye estudiar los efectos de nuestros derivados
sobre las reacciones enzimaticas, a través de la evaluacion de los parametros cinéticos.

En este proyecto se presenta el disefio de un complejo bimetalico, que en una molécula
conjunta, por un lado una estructura de M-TAML para funcionar como peroxidasa, y
por otro lado la estructura de un complejo ciclometalado de rutenio, que pueda
transportar electrones entre el fragmento M-TAML y un electrodo.

Adicionalmente, se estudiaron los efectos de los complejos de rutenio en la reaccion de
oxidacion de glucosa con glucosa oxidasa, por medio de los pardmetros cinéticos
obtenidos.
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2. Antecedentes

2.1. Complejos de rutenio: cararteristicas y propiedades

El rutenio es un metal de transicion del grupo 8 de la Tabla Periddica. Fue descubierto por
Karl Ernst Claus en 1844, es poco abundante y presenta caracteristicas fisicas y quimicas
que permiten clasificarlo dentro del denominado grupo del platino, que incluye a los
elementos Ru, Os, Rh, Ir, Pd y Pt.

Su configuracion electrénica es [Kr] 4d’ 5s', y una de las caracteristicas més importantes es
la amplia variedad de estados de oxidacion que puede presentar, puesto que es uno de los
pocos metales capaces de adoptar once estados de oxidacion, desde -2 (en el compuesto
[Ru(CO)4]*) hasta el +8 (en el compuesto RuO,)." Esta gama de estados de oxidacién ha
permitido la sintesis y aplicacion en diferentes ambitos de un sinnimero de compuestos de
rutenio. Especies como el RuOy, el ion perrutenato [RuO4] y compuestos de Ru"!
[Ru(OH),05]* 6 [RuO,Cl5]" son oxidantes fuertes, y han sido utilizados principalmente en
la oxidacion de alcoholes y halogenuros de arilo a acidos carboxilicos y cetonas en medio
basico, permitiendo un mejor control de los productos de oxidacidon con las especies de

VI
Ru’.

CR-H - -
_ | CR2‘7H
Cl Cl
I _ci CRp=H e N 0
o-RU | oR S| —— | & Ol —— ||+ RuO,+ HCI+Cr
1 \\O OH 1l \\O _HClI Cl—Ru R R
! 0 I

Figura 2.1. Oxidacién de alcoholes con el complejo [Ru"'0,Cl;]"

Los rutenuros CeRu, son especies muy raras, pero han sido estudiados como
superconductores.” Los complejos de rutenio con estados de oxidacion +2, +3 y +4 son los
mas frecuentes y se han descrito una gran diversidad de ellos, asi como sus aplicaciones en
diversos campos; como Optica,” sensores moleculares’ y magnetismo.” Complejos con
ligantes N-heterociclicos son usados como agentes de reconocimiento de ADN en terapias
antitumorales.® Algunos de estos complejos se muestran muy prometedores en terapias
contra el cancer.”® Asimismo, complejos con ligantes polipiridinicos son utilizados como

. . , 8
sensores en la conversion fotoquimica de la energia solar.
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2.1.1. Complejos polipiridinicos

Los ligantes polipiridinicos son ligantes multidentados cuya estructura es a base de anillos
de piridina, como el caso de la 2,2-bipiridina (bpy) o 1,10-fenantrolina (phen). Los
complejos polipiridinicos son compuestos de coordinacion, donde el metal se une a este
tipo de ligantes frecuentemente formando quelatos. El mas conocido y estudiado es el
[Ru(bpy)s]*" el cual exhibe luminiscencia a temperatura ambiente y en disolucion acuosa.
Algunos de estos complejos también han sido estudiados en la intercalacion con las cadenas

de ADN.]

\

o
N
2,2'-bipiridina (bpy)

Vz 2,2',6',2"-terpiridina (terpy)

| =N [Ru(bpy)]**
1,10-fenantrolina (phen)

Figura 2.2. Ligantes polipiridinicos y estructura del complejo [Ru(bpy)3]2+

2.1.2. Ciclometalacion

Se llama metalociclo al compuesto cuya estructura contiene un ciclo en el cual al menos
uno de sus 4&tomos es un metal. Este metal generalmente se une a un 4&tomo de carbono por
un enlace o y a un atomo donador como N, O, P 6 S, por un enlace de coordinacion. La
ciclometalacion es la reaccion mediante la cual se forman los metalociclos y se puede llevar
a cabo de diferentes formas. Dependiendo del precursor, puede darse por activacion directa

, . . .y, . cr 1
del enlace C-H, a través de la disociacion de un enlace C-X, o bien por transmetalacion.'”

/_\ D
/
L,M-Y + CR, D —> LnM\ ) + X=Y
)l( C
/ \
R R
X = H: activacion directa, X = metal: transmetalacion, D = atomo donador

Figura 2.3. Reaccion de ciclometalacion

A través de estudios cinéticos sobre reacciones de activacion directa C-H se han descrito 3

mecanismos diferentes mediante los cuales puede ocurrir la ciclometalacion.
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A) Adicion oxidativa. En este mecanismo el metal actia como nucleofilo. Para que la

B)

reaccion se lleve a cabo, el complejo precursor debe contener un orbital molecular
(OM) de tipo o vacio (sobre el cual se formara un enlace M-H) y un par de
electrones situado en un OM de alta energia, los cuales seran transferidos al orbital
c* del C-H. Este mecanismo es apropiado para metales en bajos estados de
oxidacion y con sitios de coordinacién vacantes. En el mecanismo de adicion
oxidativa, el producto se obtiene a través de un intermediario hidruro (donde el
metal aumenta su estado de oxidacion y nimero de coordinacion en 2 unidades). Sin
embargo, no en todos los casos es posible detectarlo debido a una rapida
eliminacion reductora en donde se disocia. Esto puede generar confusion al

momento de detrminar el mecanismo de reaccion.

&

Mt m RZC\ /D R.C
o+ (I:R2 D —» N D+ HX

M +
H A. O. H/)'< E.R. M"

Intermediario hidruro

Figura 2.4. Ciclometalacién por activacion directa C-H mediante adicion oxidativa

Sustitucion electrofilica. El metal actia como electrofilo. En este mecanismo, el
metal central no cambia su estado de oxidacion durante la reaccion, el H es liberado
como H' (no se forma el hidruro) y por tal motivo la reaccion frecuentemente es
asistida por especies nucleofilicas, compuestos de coordinacion o bases que pueden
neutralizarlo. Resulta muy complicado poder diferenciar entre el mecanismo de
adicion oxidativa cuando se pierde el hidruro y el mecanismo por sustitucion
electrofilica. Sin embargo, en el mecanismo de sustitucion electrofilica (sobre todo
en la ciclometalacion sobre anillos arométicos) se observa que los sustituyentes que
aumentan la densidad electrénica sobre el carbono producen mejores rendimientos
en la reaccion, mientras que con sustituyentes que extraen densidad electronica del

carbono, se producen los rendimientos mas bajos.

- /R < C/\D .
M™ + CR, D — RC_ D + H
H S.E. Vi

Figura 2.5. Ciclometalacion por activacion directa C-H mediante sustitucion electrofilica.
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C) Mecanismo por multicentros. Ocurre de manera similar a una reaccion nucleofilica
asistida por un electrofilo. En este mecanismo debe existir una base dentro de la
estructura del complejo metalico y se requiere que haya un solo OM tipo o libre.
Este orbital permite estabilizar un estado de transicion a 4 centros mediante el cual

la reaccion procede.'!

+
v 7
g T CR, D —® [RC-—M"™ | —R,C_ D*tHB
H et M

Figura 2.6. Ciclometalacion por activacion directa C-H con mecanismo por multicentros

2.1.3. orto-Metalacion

La orto-metalacion es una ciclometalacion que ocurre especificamente cuando se tiene un
anillo aromatico sustituido con un grupo que contiene un atomo donador. Durante la orto-
metalacion, primero se coordina el atomo donador al centro metalico y después ocurre la

., . i o 12
formacion del enlace M-C sobre el anillo aromdtico en posicion orto al grupo donador.

D D
B + —_— | — /_ﬁ + H-

Ln

Figura 2.7. orto-metalacion

La orfo-metalacion fue descubierta entre 1939 y 1940 por los grupos de Gillman y Bebb'’ y
Witting y Fuhrman'® quienes llevaron a cabo la desprotonacién de anisoles con n-BuLi. A
partir de ese momento, el interés sobre esta reaccion crecid, debido a la posibilidad de
introducir sustituyentes en los grupos aromaticos. Mdas tarde aparece la orfo-metalacion

dirigida por grupos'” que incluye la técnica de intercambio metal-halogeno.'®

\o \o I‘i\o\
Q= QP - QS

. . . er 1
Figura 2.8. Primera reaccién de orto-metalacion.”

La orto-metalacion se realizd principalmente utilizando ligantes bencilaminas y sus
derivados, ya que favorecen y estabilizan los productos debido a la formacion de un anillo

de 5 miembros. En un pricipio, en estas reacciones se utilizaron Pt y Pd, pero rapidamente

6
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se extendid a los demas metales debido a la facilidad para llevarla a cabo, sobre todo al

tratarse de la activacion directa. Actualmente, existe una amplia variedad de metalociclos
17,18

Cl
// //CO
Cl ©\ U\\ ©\CO
% Fl’d/ ; N:Nﬁ N:Nf r\, CF3
N >\N CF,
/ ECHgs N\

- -2

de rutenio.

Figura 2.9. Complejos orfo-metalados.

2.1.4. Potencial redox

Los complejos de coordinaciéon con polipiridinas tienen una larga historia y se han
estudiado ampliamente diversas de sus propiedades y aplicaciones. En afios mds recientes
han sido sintetizados complejos ciclometalados con estructuras similares a sus pares de
coordinacién, cuyas propiedades se ven modificadas por la incursion de enlaces C-M,
incrementando la investigacion en el disefio de complejos con propiedades especificas. Esta
tendencia es muy representativa en caso de rutenio y osmio.'’ Entre las diferencias mas
importantes que produce el enlace organometalico se encuentran: una mayor rigidez en la
estructura del complejo y una mayor densidad electronica sobre el centro metalico, lo que

provoca la disminucion del potencial redox con respecto a los complejos de coordinacion.

Un claro ejemplo de la diferencia del potencial redox en especies ciclometaladas se observa
en la serie de complejos de osmio: [Os"(bpy):]*" (A), [Os"(phpy)(bpy)]" (B),
[0s"(phpy)a(bpy)]” (C) 'y [Os"(phpy)s] (D) (bpy = 2.2°-bipiridina y Hphpy =
2-fenilpiridina) en la cual a medida que aumenta el numero de enlaces 6-C-M el potencial
redox Os"'/Os" va disminuyendo. También cabe destacar que cada enlace C-M aumenta en

-1 la carga formal del complejo, (debido al bajo potencial redox de los complejos C y D las

. ’ 11T
especies mas estables se encuentran como Os

). Se ha encontrado un comportamiento
similar para la misma serie de complejos con rutenio, sin embargo, no se ha podido

sintetizar el complejo Ru(phpy); (la serie de rutenio se presenta en el capitulo 8)."
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Miarmera de alamos de C

ot a 1 Z 3
(A . 800 M
"'\H %
das - 400 %
H\‘ o =
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1e-5
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Figura 2.10. Voltamperometria ciclica de la serie de complejos de Os de 0 a 3 enlaces 6-C-Os en la
esfera de coordinacion. [Os] =1 mM en CH;CN, N(n#-Bu),PFs=0.01 M, velocidad de barrido de 100
mV/s. Tendencia lineal del potencial vs niimero de carbonos (grafica insertada en la parte superior) y

estructura de los complejos (inferior)."”

2.1.5. Propiedades luminiscentes

De la misma manera se han sintetizado complejos de coordinacion de rutenio y sus pares
ciclometalados para estudiar las variaciones en sus propiedades luminiscentes. Ejemplo de
ello es la comparacion entre los complejos [Ru(bpy)(dppn)]*” de coordinacién y su par
ciclometalado [Ru(bpy)(phpy)(dppn)]” (dppn = benzo[i]dipirido[3,2-a-2’,3’-c]fenacina) en
donde se puede observar que el complejo ciclometalado absorbe a una mayor longitud de
onda que el complejo de coordinacion, debido a la diferencia energética existente entre los

OM de ambos compuestos.”’
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Figura 2.11. Espectros de UV-Vis, estructura y diagrama de orbitales frontera de los complejos

[Ru(bpy),(dppn)]** (izquierda) y [Ru(bpy)(phpy)(dppn)]* (derecha).”

2.1.6. Catalisis
Existen muchos casos de reacciones que son catalizadas por complejos de rutenio, en las
cuales el catalizador no es una especie ciclometalada. Sin embargo, el ciclo catalitico se

lleva a cabo a través de intermediarios ciclometalados, esto resulta comun en reacciones de

acoplamiento C-C.

o—" /
u(OAc),
) o,
H 10% mol
CO,R

80%

RO,C
/N\’\Q @\(O >
o
2 CuOAc ]
\_/ HOAc TR
[Ru(OAG)]*
2 Cu(OAc),

;\ N/> o/ \
NMRu* N=
% )—COR [Rul*

/\/COZR

Figura 2.12. Ciclo catalitico alquenilacién de aromaticos catalizada con complejos de rutenio'*
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R1
R2
X
0 4
0,
_10%mol o " R 2%
, l + =\ P ——
R2 Cp*RuCl(COD) X N,Ru\CI R
X
R2

98%

Figura 2.13. Cicloadicién de dienos con alquinos terminales catalizada con rutenaciclos.”'”

R3 R3S RS
2 I 1 0% 2 I R2 '!l
RGN [Ru(p-cimeno)CL], | RN N !
— > — =
H (Ru] Ar
ArX

90%

Figura 2.14. Arilacién de arenos catalizada por rutenaciclos.”'

Las especies ciclometaladas de rutenio también han podido ser aplicadas como
catalizadores. Por ejemplo, complejos tipo pinza NCN y PCP y “piano stool” de Ru",

: : 1 22,23
catalizan la transferencia de hidrogeno entre alcoholes y cetonas.””

[Ru]cat =

0 [Ru]cat OH
KO'Bu ©)*\
—_—
Propanol
Figura 2.15. Transferencia de H entre alcoholes y cetonas catalizada por rutenaciclos.

En los ejemplos anteriores, el metalociclo confiere estabilidad a los complejos. Ademas,
contienen ligantes que pueden descoordinarse dejando un sitio vacante, en el cual se forman
hidruros a partir de una fuente de hidrégeno. Las especies cataliticas son capaces de

transferir el H a la cetona.

10
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Otro ejemplo donde el catalizador es una especie ciclometalada de rutenio, se encuentra en

. - 24
reacciones de acoplamiento C-C.

H [Ru]cat Z : R
R =Z Na,CO;4 =X
X — " =
| i S Z
_ PrOH, THF |
4

70% - 99%

Figura 2.16.- Acoplamiento C-C catalizado por rutenaciclos.

El avance en la investigacion de complejos ciclometalados de rutenio ha permitido llegar a
tener control sobre la catalisis. Por ejemplo, en reacciones de fotopolimerizacion, en donde
se aprovecha la propiedad de ciertos complejos de hacer una fotoisomerizaciéon. Como
informa el grupo del Dr. Takana,” el complejo [Ru(tpy)(PAD)(OH,)]" al ser irradiado con
luz, los ligantes sufren un reacomodo debido a que la energia absorbida por el complejo
promueve la descoordinacion de un ligante, generando un sitio vacante y permitiendo asi la

reorganizacion de los mismos.

~ b ’I
~ -~
— —_—

hv>420 nm

Figura 2.17. Fotoisomerizacion del complejo [Ru(tpy)(PAD)(OH,)]". (PAD = 2-(pirid-2’-il)acridina).”®

Al combinar la fotoisomerizacion con las propiedades como catalizadores de

polimerizacion se ha podido controlar la catalisis mediante la irradiacion de luz.

11
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i [ IE Ph—N/_\
Ph—N_ N—Ph N—Ph

Ph—N_ _N—Ph N N

ol hv v Cl hv R¢‘“\CI

_Rlil‘\\ < |[R=S _R’lu -~ —TU‘CI

©<_ Cl cl S,

S—R R
cis L . trans

Figura 2.18. Fotoisomerizacion del catalizador de Grubbs de 2* generacién.*®

En la reaccidn anterior podemos observar que en el catalizador de Grubbs de 2* generacion,
se promueve la isomerizacion del complejo cis al complejo frans cuando es irradiado. En su

forma trans el complejo funciona como catalizador de polimerizacion ROMP.*®

Monomero Z/E % conversion
i _CO,Me 1.7 66
CO,Me
O 3.1 >99
O 1.1 84

Tabla 2.1. Conversion por fotopolimerizacion ROMP del complejo

En un ejemplo similar, cuando el complejo cis-[Ru(phpy)(phen)(CH;CN),]" es irradiado, se
activa la polimerizacién ATRP de olefinas.”’ Recientemente, se econtrd que esta especie se
isomeriza al complejo trans-[Ru(phpy)(phen)(CH3;CN),]" con irradiacion de luz UV, por lo

que se piensa que la polimerizacion puede estar mediada por la especie trans.™

R’ cis-[Ru] + R-Br
NO hgy ., <« n CH2:C< Polimero

polimerizacién [Ru] + R-Br R? Fotopollmerlzaclon

O. 0]
R'=H R?=CH; RI=H R2= \H/\ RI—H R2= \[(\cmg
o} o}
+
N /

+

hv
IIII Ru —
N/ \ Isomerizacion
720 N
— g
cis trans

Figura 2.19. Fotopolimerizacién de olefinas catalizada por el cis-[Ru(phpy)(phen)(CH;CN),]" (superior)

y la fotoisomerizacion cis-trans del complejo (inferior).
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2.1.7. Anticancerigenos

En afios recientes, la busqueda de nuevos compuestos anticancerigenos ha permeado en el
campo de los complejos organometalicos. El grupo del Dr. Gaiddon se ha enfocado en la
investigacion de rutenaciclos como agentes anticancerigenos, encontrando mejores
resultados en algunos complejos que los utilizados actualmente con platino. A través de
estos estudios se tiene evidencia de que el mecanismo de accion de los rutenaciclos no es
por intercalacion, como ocurre con el cis-platino. Ademas, en otros complejos utilizados
como medicamentos, usualmente se descoordinan los ligantes o se fragmentan los
complejos antes de llegar al sitio donde deben realizar su accion. Sin embargo, con los
estudios realizados en complejos ciclometalados de rutenio, se ha encontrado que
mantienen su estructura hasta llegar al sitio de accidon. Se cree que actian a través de la
interaccion con enzimas, modificando las propiedades redox de los sistemas y evitan la
produccion de especies reactivas de oxigeno que producen muerte celular. De esta manera,
se explica también el porque no se desarrolla tanta resistencia. Al utilizar el complejo
cis-[Ru(phpy)(phen)(CH3CN),]PFg se encontr6é una reduccion del 40% en el crecimiento de
células cancerigenas en ratones, efecto andlogo al obtenido con cis-platino. Ademas, el

. . , . - 7,29,30
complejo de rutenio resulto tener una toxicidad cronica mucho menor.” =

[PFg]

H H
) N./\,,’H 0
. . :F ;T )| ﬂ
N | N N N
{ N_|/N\ f} [ R.|< j|wr.1 "" - ’ cr,so,
h

s RDC34 ] RDC4O RDC41
RDC11 RDC37 HDC44
l
0 EG%} )
< e "“\ [CF50y e CFs0;
10095 o L - RL\" J
T = i i )
80 N .
‘_:; T
2 GO- x * v
= : - * T
& 404 . X
20- * ﬂ * ﬂ ﬂ ﬂ ;
: [] ] ﬁ ] ﬁ
T 1 1 1 ] L] I ] 1 T T T T T T ] 1] 1 ] T ) )
Ct 2 4 816 2 4 8 16 2 4 8 16 2 2 4 8 1 2 4 8 16 2 4 8 16
Cisp RDC11 RDC34 HD037 RDC40 RDC44 RDC41

Figura 2.20. Grafica de supervivencia de células cancerigenas de colon humano en diferentes

concentraciones de los complejos ciclometalados de rutenio (Ct = control, Cisp = cis-platin).’
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2.1.8. Mediadores de rutenio

Una de las aplicaciones mas importantes encontradas recientemente para los complejos
ciclometalados de rutenio, es su capacidad de funcionar como mediadores de electrones con
enzimas redox.’' >’

Los mediadores son moléculas que tienen la capacidad de intercambiar electrones entre el
sitio activo de la enzima y un electrodo. Para que sea un buen mediador, el complejo
organometalico debe tener un potencial redox adecuado. Su comportamiento redox debe ser
reversible y ser estable tanto en su estado oxidado como en el reducido. El tamafio también

es importante ya que debe interactuar con el sitio activo de la enzima, debe tener un

comportamiento independiente del pH y reaccionar rapidamente con el sitio activo de la

enzima.
MEDIADOR ENZIMA
ACTIVO INACTIVA PRODUCTO
S
2 — [ Regeneracion Regeneracion
g M del mediador de la enzima
o
MEDIADOR ENZIMA
SUSTRATO
Intercambio de & INACTIVO  Intercambio dee”  ACTIVA .
. . Reaccion
entre mediador y entre mediador y enzimatica
electrodo enzima

Esquema 2.1. Funcionamiento del mediador redox con la enzima

En el esquema anterior la “enzima activa” se refiere a la forma de la enzima en la cual
reacciona con el sustrato, mientras que el “mediador activo” es la forma en la cual el
mediador puede transferir electrones a la enzima. El estado de oxidacién de las especies y
el flujo de los electrones dependerd de si la reaccion enzimatica es una oxidacion o es una

reduccion.

Los primeros mediadores estudiados fueron derivados del ferroceno, después se observo la

I

I
y Os™ que eran

transferencia de electrones entre complejos polipiridinicos de Ru
reducidos por la GO a Ru" y Os", en presencia de glucosa. Fue posible medir la constante
de velocidad de transferencia de electrones entre los compuestos y la enzima, obteniéndose
una constante de velocidad (k) mayor a la de los ferrocenos. Esto debido a una menor

interaccion entre los complejos y el sitio activo de la enzima. Es decir, que los complejos de
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Ru y Os se reducen en el sitio activo y por su baja afinidad hacia la enzima, salen
rapidamente de éste dejando el canal libre para que el sistema bioldgico lleve a cabo la
oxidacion de la glucosa. Mientras que los ferrocenos permanecen mas tiempo dentro del

sitio activo y lo bloquean disminuyendo la velocidad de la reaccion.™

M i GOyeq X»Dgluconolactona

M B-D-glucosa

N —|+ _|+
P SN A
S

[M“I] - Fe \OS —

N
Jm) / D /

—_— — —
k=1x10* Ms™! k=1.8x10°Ms! k=12x10°Ms!

Esquema 2.2. Intercambio de electrones entre la GO y los complejos polipiridinicos (superior), y

estructura de los mediadores de Fe, Ru y Os (inferior).

Mas tarde se demostréo que los complejos ciclometalados de rutenio funcionan también
como mediadores con glucosa oxidasa, peroxidasa de rabano y alcohol deshidrogenasa (ver

secciones 2.2.5 a 2.2.7).

2.2. Enzimas

Las enzimas son proteinas especializadas que funcionan como catalizadores de reacciones
biologicas. Estos sistemas tienen un poder catalitico extraordinariamente alto y una gran
especificidad hacia su sustrato, comparado con los catalizadores inorganicos. Usualmente,
las enzimas aceleran las reacciones quimicas y funcionan bajo ciertas condiciones de pH y

temperatura.

2.2.1. Estructura y catalisis

Muchas enzimas requieren para su funcionamiento iones metalicos (Fe, Co, Mg, Zn)
llamados cofactores o bien moléculas orgénicas (FAD/ FADH;) o metal-orgénicas (grupo
hemo) llamadas coenzimas. A la parte proteica se le denomina apoenzima, si el cofactor se

une fuertemente a la apoenzima, se llama grupo prostético y el conjunto de ellos se conoce
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como holoenzima. La parte de la enzima en la cual se une el sustrato y se lleva a cabo la
35-37

reaccion se le llama sitio activo.

Figura 2.21. Sitio activo de la succinato deshidrogenasa que muestra el grupo prostético (grupo hemo).

Imagen obtenida de Protein Data Bank 1YQ3.

Las enzimas se clasifican segiin su funcion en 6 tipos:

Oxidorreductasas transferencia de electrones
Transferasas transferencia de grupos
Hidrolasas reacciones de hidrolisis
Liasas formacion de dobles enlaces
Ligasas reacciones de condensacion
Isomerasas reacciones de isomerizacion

Tabla 2.2. Clasificacion de enzimas

Las enzimas como cualquier catalizador no modifican la constante de equilibrio (Kq) de la
reaccion, pero si modifican la velocidad de la misma. Este es el resultado de llevar a cabo la
reaccion mediante mecanismos alternos en los cuales se tiene una energia de activacion
mucho menor, debido a diversas interacciones entre los sustratos y la enzima. En el
siguente diagrama de coordenada de reaccion se observa que la reaccion no catalizada tiene
una alta energia de activacion (AG?), mientras que la reaccion catalizada ocurre a través de

) . , ., 38,39
intermediarios en donde la energia de activacion (AGcaf) es mucho menor.”™
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Estado de transision #

Energialbre G

S = Sustrato
ES = Complejo enzima-sustrato
EP = Complejo enzima producto
P = Producto

.2 |
Coordenada de reaccion

Figura 2.22. Grafico de coordenada de reaccion para una reaccion sin catalizar (azul) y su reaccién

enzimatica (amarillo).

Para el estudio de las reacciones enzimaticas se utiliza el modelo de “llave-cerradura”
propuesto por Fisher en 1930 que consiste en la formacion del complejo enzima-sustrato

(ES) a través del cual se obtienen los productos.

Complejo
enzima-sustrato
(ES)

Sustratos (S)

Productos (F)

Figura 2.23. Modelo llave-cerradura para una reaccion enzimatica

2.2.2. Cinética enzimatica

La aproximacion central para estudiar el mecanismo de una reaccion enzimatica radica en
determinar la velocidad de la reaccion en respuesta a las condiciones experimentales. La
concentracion de sustrato [S] es el principal factor de estudio, sin embargo, resulta muy
complicado, debido a que evoluciona durante la reaccion, es decir, va disminuyendo y se
debe medir el cambio de la concentracion en funcidn del tiempo. Para facilitar los estudios
se pueden hacer aproximaciones experimentales. La primera es utilizar una concentracion

de sustrato mucho mayor a la de la enzima (5 6 6 6rdenes de magnitud), otra es hacer las
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mediciones durante un periodo corto de tiempo que se conoce como velocidad inicial (V).
Durante este periodo se considera que la concentracion de sustrato permanece constante, asi
podemos estudiar la dependencia de ¥} en funcion de [S]. El comportamiento tipico de una

reaccion enzimatica se representa en el siguiente grafico.

Vo
Vmax _’ '''''''''''''''''''''''''''''''''

- S
i [S]

Kim
Figura 2.24. Grafico de Michaelis-Menten que representa el comportamiento de reacciones enzimaticas

tipicas.

El comportamiento plasmado en la grafica anterior queda descrito a través de la ecuacion

de Michaelis—Menten, la cual se obtiene al plantear el siguiente equilibrio:

kq k,
E + S ES —2——» E + P

kg

Donde:
E = enzima, S = sustrato, ES = complejo enzima-sustrato y P = producto
k, = constante de velocidad

Teniendo que: Vo= dg;‘)] =k ES] (1)

Basados en la aproximacion del estado estacionario que implica que la concentracion del
complejo enzima-sustrato [ES] se mantiene constante:

d[ES]
dt

Y usando el balance de masa para la cantidad total de enzima: [EJo =[E]+[ES]

= k[E][S]-k - [ES]- kA ES]=0

Encontramos que: [ES]= ki[E]o[S]
k[S]+k-1+k>
Sustituyendo ahora [ES] en la ecuacion 1 llegamos a: Vo= ko E]oki[S] ()
k-1+k2+ki[S]

18



Antecedentes

Podemos también definir los parametros: Kn= kll:kz y V max = ko Eo
1
Y sustituirlos en (2), entonces obtenemos la ecuacion de Michaelis-Menten:
. V wax[S]
Kn+[S]

En la ecuacion de Michaelis-Menten aparecen 2 parametros sumamente importantes:

Vmax estima el nimero de centros activos de la enzima y se define como la velocidad cuando
toda la enzima se encuentra unida al sustrato, el valor de este parametro esta dado en Ms™.
K es la constante de Michaelis-Menten, la cual es una medida de la afinidad de la enzima
por el sustrato. Su valor se define como la concentracion de sustrato a la cual Vo = 1/2 Vinax

y su valor se da en M.

La ecuacion de Michaelis-Menten se puede transformar algebraicamente. Una de sus
transformaciones mas ttiles es la de doble reciproco o de Liweaver-Burk, cuya ecuacion es:

1/V,

Kind Vimax

— 11 Km(lj

1/Vimax

1K \

=+ R
VO Vmax Vmax [S]

K

1/s]

Figura 2.25. Grafica y ecuacion de Lineweaver-Burk

La utilidad de esta ecuacion radica en que tiene la forma de una linea recta, donde la
pendiente corresponde al valor de Ku/Vmax, la ordenada al origen es 1/Vmax y la abscisa al
origen es -1/Kn como se observa en la grafica. Esta forma de la ecuacion resulta de
particular utilidad para distinguir algunos tipos de mecanismos en cinética enzimatica y

también para el analisis de inhibicion enzimética.*

2.2.3. Inhibicion y activacion enzimatica
Los efectores enzimaticos son moléculas que interfieren con la catalisis enzimatica. Los

que pueden acelerar las reacciones son llamados activadores y existen otras moléculas que
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pueden disminuir su velocidad e incluso llegar a detenerla, las cuales se denominan
inhibidores enzimaticos. La inhibicion puede ser de 2 tipos, reversible o irreversible.

La inhibiciéon reversible ocurre cuando el inhibidor se une a la enzima mediante
interacciones débiles y los complejos enzima-inhibidor (EI) se pueden disociar, y se basa en

el siguiente esquema de equilibrios:

k
! ESL»E + P

E + S

ke

H]| «, N« I = Inhibidor
S ' EI = Complejo enzima-inhibidor

ESI = Complejo enzima-sustrato-inhibidor
EI & - ESI K = Constante de equilibrio
- k = Constante de velocidad

Podemos obtener una ecuacion de Michaelis-Menten modificada donde aparecen los
factores o y o’ que son definidos a través de la concentracion de inhibidor [I] y las

constantes de disociacion de los complejos EI y ESIL.

0= ValS] _ (/@) mel S] Donde: a=1+ y a':1+[1]
akKn+a'[S] (a/a")Kn+[S] K K

A partir de estas ecuaciones se pueden distinguir 4 mecanismos de inhibicion reversible.
1) Inhibicion competitiva. El inhibidor se une a la enzima (usualmente cerca del sitio
activo) formando el complejo EI y evita la union de S. En este caso o’ = 1 debido a

que el equilibrio de K,  no esta presente en la reaccion

E + S <L=FS —% o~ F + P
kg Vmax[S] Vmax[S]
K; Vo= =
H ! akn+[S] Kn*+S]
EI

En este mecanismo conforme aumenta [I], el valor de Vua se mantiene constante mientras
que el valor de K»* aumenta. Al construir el grafico de Lineweaver-Burk se observa que las

rectas se intersectan en la ordenada al origen.
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1/V,

a=3, [I]=2K;

1/s]

Figura 2.26. Grafica de Lineweaver-Burk para inhibicién competitiva

2) Inhibicion anticompetitiva. El inhibidor se une tUnicamente al complejo ES
formando el complejo ESI en el cual no se lleva a cabo la catdlisis, el equilibrio de

K; no se presenta, por lo que o = 1

E +

ES ke E + P
“K, po_ (Vs @S] _V (]
(Kn/ &) +[S]  Kn*+[S]

En este caso, al aumentar [I] el valor de Vwa™ dismunuye, asi como tabién el valor de

Kn*, pero la relacion Ku/Vwe: permanece constante. En el grafico de Lineweaver-Burk

se observan lineas rectas paralelas.

1/V, o'=3, [I]= 2K;
o’'=2, [I]=K;
o’=1, [l]=0
1/Vinax™*

-1/K*
g

Y 1/s]

Ko™/ Vimax*

Figura 2.27. Grafica de Lineweaver-Burk para inhibicion anticompetitiva

3) Inhibicion mixta. Esta inhibicion corresponde al esquema inicial donde el inhibidor

se une a la enzima y también al complejo ES, se forman las especies EI y ESI que
no son cataliticamente activas

ky

ES —% » E + P

Vo= (V max/ ')[S] :Vmax*[S]
& “ " (@Kl ) +[S] Kn*+4[S]

EIl
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Conforme aumenta [I], el valor de K»* aumenta, mientras el valor de Vma® disminuye. En
el grafico de Lineweaver-Burk se observa que las rectas intersectan en un punto del
segundo cuadrante del plano cartesiano.

1/V,

1/Vinar™

-1/Km*

Y 1/[s]

Figura 2.28. Grifica de Lineweaver-Burk para inhibicion mixta

4) Inhibicién no competitiva. Es un tipo especifico de inhibicion mixta, donde el
inhibidor se une tanto a la enzima libre como al complejo ES, formando las especies

El y ESI que son cataliticamente inactivas, en este caso a. = o’

E + S :1 ES —% o F + p

[ o Vol ISV (5]
Kn+[S]  Kn+[S]

El ESI

Al aumentar [I] el valor de K, es constante mientras que el de V. disminuye, en la
grafica de Lineweaver-Burk las rectas se intersectan en la abscisa al origen.*'

o | =3, [1]=2K,

a'=2, [I]=K;
M=K Ve

1/Vinar™®

-1/Kp

Y 1/[s]

Figura 2.29. Grafica de Lineweaver-Burk para inhibiciéon no competitiva

La inhibicion irreversible funciona de diferente manera, ya que los inhibidores son
sustancias que se unen a la enzima o al complejo ES y forman enlaces covalentes que
modifican la estructura de la enzima provocando la pérdida de la actividad catalitica. Este
tipo de inhibicién es dependiente del tiempo y para su estudio se utiliza el parametro
K,ps/[1] que se obtiene a través de graficos de actividad en funcion de tiempo a diferentes

valores de [1].4*
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E + S ]: ES —%2 » B + P
K, ! K/
El ESI
Kinac
Elnac

Esquema 2.3. Inhibicién enzimatica irreversible.

Por otra parte, la activacion enzimatica ha sido mucho menos estudiada en comparacién
con la inhibicién. En el caso mas simple se puede aplicar el mismo mecanismo y
ecuaciones descritas para la inhibicidbn no competitiva sustituyendo la [I] por la
concentracion del activador. En algunos casos se han propuesto mecanismos especificos

., . 4
para cada reaccion estudiada.®

2.2.4. Glucosa Oxidasa (GO)
La glucosa oxidasa es una oxidorreductasa que cataliza la oxidacion de B-D-glucosa, a
D-glocunolactona con la reduccién de una molécula de O,, auxiliada por una molécula de

FAD que se encuentra en su sitio activo.

GO -FADH, + O, —————» GO-FAD + H,0,

GO -FAD + B-D-Glucosa ————» GO - FADH, + D-Gluconolactona

Donde GO-FADH; es la forma reducida o inactiva de la enzima GO,.q y GO-FAD es la

forma oxidada o activa de la enzima GOy, la reaccidon general se presenta como:

+ H)0,

B-D-glucosa D-gluconolactona
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Esta enzima se extrae de varias fuentes, la mas comun es el hongo Aspergillus niger. Entre
sus caracteristicas principales tenemos que: se desnaturaliza alrededor de los 50 °C y es
estable en un rango de pH de 5-8, teniendo su mayor actividad a 37 °C y pH = 5. Es una
enzima libre de metales cuya estructura consta de 2 subunidades, cada una con un sitio
activo. Tiene un peso de 160 kDa y utiliza en su grupo prostético una molécula de flavin
adenin dinucledtido (FAD), la cual se encuentra unida de manera covalente. El sitio activo
se encuentra a una profundidad de 13-18 A y contiene una cavidad de 10 A de didmetro que

conduce al mismo.

Debido a la reaccion que lleva a cabo, la glucosa oxidasa ha sido empleada en diversas
aplicaciones industriales. Es utilizada en la fabricacion de vinos de bajo contenido
alcohdlico, ya que disminuye la cantidad de azucares previo a la fermentacion. Se usa en la
industria alimentaria como conservador debido a que elimina el oxigeno en productos
enlatados. Es adicionada en pastas dentales y en la miel como antimicrobiano ya que
produce H,O,. Una de las aplicaciones mds importantes de esta enzima es en la

. ., , . . 46
cuantificacion de glucosa en sangre a través de biosensores amperometricos.

2.2.5. Biosensor amperométrico de glucosa

Un sensor es un dispositivo que puede detectar o medir una propiedad fisica o quimica y
generar una sefial util. Contiene una entidad bioldgica en su disefio que generalmente es
usada como elemento de reconocimiento, es decir, la entidad bioldgica es utilizada para
reaccionar con una sustancia especifica que serd medida. En un biosensor amperométrico el
transductor que es la parte que convierte la sefial recibida, la transforma en informacion util
de tipo amperométrico. Es decir, una reaccion quimica produce una transferencia de

electrones que puede ser medida.

ANALITOY
- -
= Ipo— T —] 2.376
™ n ,/_' L 2.376
]
[ .. ; ; ; TRANSOLICTOH
- ELEMENT DE

BECTRNOC MW

Figura 2.30. Elementos de un biosensor.
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Debido a sus caracteristicas, la glucosa oxidasa es la enzima utilizada como modelo para el
estudio de los biosensores amperométricos. Los biosensores de glucosa, inicialmente se
basaron en la reaccion natural de la GO y su funcionamiento fue a través de la medicion de

la concentracidon de O, mediante un electrodo de Clark.

El electrodo de Clark contiene una membrana que es selectiva a Oy, el anodo es de Ag y el
catodo de un metal noble, usualmente Pt. Estos se unen mediante un electrolito de KCl, asi

el O, difunde hacia los electrodos donde ocurren las siguientes reacciones:

Anodo
Catodo (reduccion)
0, + 2H,0 + 4 T 40H
Cuerpo
A idacié lectrod
Anodo (oxidacion) electrodo
Aislante
4Ag + 4CIT —» 4AgCl + 4de de vidrio
Electrolito
Catodo
Membrana

Figura 2.31. Electrodo de Clark

En el electrodo de Clark el sensor es polarografico y se debe aplicar un voltaje de 0.7 V
para llevar a cabo las reacciones que produzcan la corriente y hacer la medicion.*’*® Sin
embargo, estos dispositivos presentaron diversos problemas debido a la formacion de
peroxidos y la dificultad que existe en la medicion de la concentracion de un gas, por lo que
se hizo una segunda generaciéon de biosensores en la cual el O, fue sustituido por
mediadores redox. En estos el mediador y la enzima se encuentran en suspension, la
introduccion del mediador permitié eliminar las dificultades presentes en los sensores de
primera generacion. Sin embargo, si la velocidad de intercambio de electrones entre enzima
y mediador no es suficientemente rapida existe interferencia con el O, por lo que la
busqueda de mejores mediadores sigue siendo un campo de trabajo.*’ Finalmente, se

crearon biosensores de tercera generacion en los cuales los componentes se encuentran
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soportados directamente sobre el electrodo (adsorbidos o enlazados a un polimero), con
este sistema disminuyen las interferencias, pero la afinidad entre el mediador y la enzima
puede ser menor por el hecho de estar soportado en el electrodo.’®!

S S

P P
S P

02 H,0, Medox  Med 4 @

v s A v

ELECTRODO ELECTRODO ELECTRODO

A B Cc
Figura 2.32. Biosensores de glucosa A) 1* generacion (electrodo de Clark), B) 2? generacion

(mediadores), C) 3" generacion (sistemas soportados en el electrodo).

2.2.6. Mediadores de rutenio para glucosa oxidasa.

Nuestro grupo de trabajo se ha enfocado en la sintesis y estudio de complejos
ciclometalados de rutenio y osmio como mediadores de enzimas redox, principalmente con
la glucosa oxidasa con aplicacion a biosensores. En el siguiente diagrama se representa el

funcionamiento de dichos sistemas:

ELECTRODO

H H
e B-D-glucosa
GO,
Esquema 2.4. Funcionamiento del biosensor amperométrico de glucosa

La B-D-glucosa es oxidada a gluconolactona por la enzima en su forma activa GO. Esta
reaccion produce la forma reducida de la enzima GO,q, la cual regenera su forma activa
GO,y al llevar a cabo el intercambio de electrones con el complejo de Ru™, produciendo
entonces la reduccion del complejo a Ru". Esta especie de rutenio es oxidada de manera
electroquimica en la superficie del electrodo regenerando el complejo de Ru™ y generando

una corriente eléctrica. Se forma un ciclo catalitico hasta que toda la glucosa es oxidada y
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en el cual la concentracion de B-D-glucosa es evaluada a través de la transferencia de
electrones.

Mediante estudios realizados por voltamperometria ciclica y utilizando el método de
Bourdillon y Saveant, fue posible obtener la constante de velocidad de intercambio de
electrones k entre los diferentes complejos y la enzima.”® Cabe destacar que los estudios se
realizaron en condiciones libres de O,. Entre los complejos de rutenio estudiados

encontramos: 53

)T ) A

N N N [N
,N\//N/ N 2 /N/ AN \Rﬁ/N _
Ru — Ru — / \
N/ \ N/ \ N
720 ';‘ A J N ’;‘ N /\
[Ru(bpy)2(phpy)]” [Ru(bpy)(phpy),]" [Ru(bpy)(DMBA)(CH;CN),]

Figura 2.33. Complejos ciclometalados de rutenio utilizados como mediadores de enzimas redox

Los resultados obtenidos con los complejos de rutenio fueron comparados con otros
mediadores y se encontrd que las constantes de intercambio de electrones son mas altas
para los complejos de rutenio, llegando a un valor de £ = 10" M's™ en el complejo

[Ru(phpy)(phen),]", que es aproximadamente 1000 veces mayor que los ferrocenos.™

2.2.7. Peroxidasa de rabano HRP

La peroxidasa de rdbano es una enzima extracelular que se encuentra en las raices de
plantas y existen varias isoformas. La mas estudiada es la isoenzima C. Esta enzima
cataliza la oxidacion de diversos compuestos organicos (H,A) mediante la reduccion de
H,0,, y actua en diversas funciones celulares.

La HRP pesa 44 kDa y el sitio activo es un grupo hemo coordinado a la apoenzima por un

nitrogeno de imidazol. El sitio activo contiene un centro metélico de Fe'

y se encuentra
expuesto a la superficie. A continuacién se muestra la reaccion general de reduccion de
peréxidos con HRP.

HRP
H,0, + H,A —— 2HA + 2H,0

A = Molécula donadora de electrones
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Figura 2.34. Estructura de la HRP. Imagen obteni de Protein Data Bank 1HCH

La reaccion empieza con la oxidacion de la enzima por H,O,, y se forma el “complejo 1”7
que es una especie radicalica de Fe'". A partir de esta especie se forma el “complejo 117,
que es un complejo oxo de Fe'Y. Ambas especies son fuertemente oxidantes. Sin embargo,
el complejo I es entre 10 y 100 veces mas reactivo que el complejo II. Aunado a esto
cuando se tiene una concentracion de H,O, mayor a 3 mM, el complejo II se vuelve a
oxidar formando una tercera forma oxidada “complejo III” que puede reaccionar con
oxigeno o con otra molécula donadora de electrones. Debido a todas las especies que
pueden estar presentes y los equilibrios entre cada una de ellas y que las reacciones son
simultaneas, el esquema que representa el mecanismo de reaccion de esta enzima se vuelve
muy complicado. Por tanto, se hacen aproximaciones experimentales, como utilizar
concentraciones de H,O, menores a 3 mM, lo que permite simplificar el mecanismo. De
esta manera se ha llegado al siguiente esquema que representa la reaccion de manera
simplificada y permitié6 su estudio mediante voltamperometria ciclica con el uso de

. 53
mediadores como donadores de electrones.
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M
@/\w - HRP

ks
H,O
ELecTropo] - VRED o
HRPox . ky
Mrep .o
2
/\ ks
HRPox.
Mrep

Esquema 2.5. Mecanismo de HRP utilizando mediadores de Ru y Os.

Es importante destacar que el uso de esta enzima es muy amplio a nivel industrial, y con

ella se pueden hacer biosensores amperométricos para la determinacion de peroxidos.

La catalisis enzimatica representa muchas ventajas en sintesis quimica por lo que no es de
sorprender que en recientes afios las investigaciones se han centrado en modificar enzimas

y replicar sus sitios activos para hacer nuevos catalizadores mas poderosos y especificos.

Entre las sustancias que mas se han estudiado con el propdsito de emular los sitios activos
de las enzimas, encontramos a las metaloporfirinas y metal ftalocianinas, que catalizan una
variedad de reacciones organicas y tiene funcionalidad similar al citocromo P450 y la

lignina peroxidasa.

2.3. Metal-TAML (/igante tetraamido macrociclico)

Desde la década de los 1980’s el grupo del doctor Collins se ha dedicado a la sintesis y el
estudio de moléculas que asemejen las propiedades cataliticas de los citocromos. A lo largo
de muchos afos de investigacion lograron desarrollar una familia de ligantes a la que
denominaron TAML, los cuales pueden enlazar un metal y llevar a cabo una catalisis
similar a la de las peroxidasas. Actualmente los complejos Metal-TAML estan siendo

aplicados en procesos de purificacion de aguas residuales entre otras cosas.™
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2.3.1. Diseiio del M-TAML

El desarrollo de los sistemas M-TAML fue un largo proceso. Antes de proponer una
estructura orgédnica idonea que pudiera contener un metal y resistiera condiciones de
hidrolisis oxidativa, fue necesario estudiar profundamente los procesos de degradacion de
moleculas organicas, debido a la presencia de metales en altos estados de oxidacion. Una
vez comprendido esto y teniendo en cuenta los grupos mas resistentes a la hidrolisis
oxidativa por efecto de metales, se propusieron las primeras estructuras para los ligantes, y
a partir de una serie de mejoramiento sobre ellos, se llegd a una estructura que estuviese

protegida del proceso degradativo.
o L L
>\*\ o
N\M _N
N/ \N
(@)
o
M = Fe, Co, Ni, Cu, Mn
L = H,O0 (disolvente)

Figura 2.35. Estructura de M-TAML

2.3.2. Complejos polianionicos PAC

Como antesala de estos sistemas, se sintetizaron diversos complejos de quelatos
polianionicos (PAC), los cuales contienen 2 centros donadores N-amido y 2 donadores
O-alcoxido. Cuando el PAC se encuentra completamente protonado, los metales pueden
coordinarse débilmente a los 4 4&tomos donadores en el centro del quelato (los nitrogenos
N-amido son donadores muy débiles debido a que el par de electrones no estd
completamente disponible). Sin embargo, al desprotonar los centros donadores se tiene una
carga de -4 en el ligante y los nitrogenos N-amida se convierten en fuertes donadores G,
resultando en un ambiente que estabiliza metales en altos estados de oxidacion. Debido a la
gran densidad electronica y la carga negativa del ligante, se produce una disminucion en el
potencial redox de los complejos metdlicos. El bajo potencial redox permite que sean
rapidamente oxidados por una variedad de componentes del mismo medio de reaccion
incluyendo el O,, de tal forma que en los complejos obtenidos generalmente el metal se

encuentra mas oxidado que en su estado inicial (precursor). Ademas el uso de oxidantes
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mas fuertes como perdxidos, peroxiacidos o diacilperoxidos puede llevar a la formacion de

. . . ., 56-
complejos oxo terminales con un estado de oxidacion del metal aun mayor.*®®

_|_

Figura 2.36. Complejo PAC de Mn"

Los PAC poseen una estructura abierta que representa una desventaja en términos de
estabilizacion de los complejos metéalicos en altos estados de oxidacion, y debido a la
valencia del oxigeno, no pueden ser ciclicos en el alcoxido. La alternativa para su
ciclizacion fue sustituir los &tomos de oxigeno por nitrogeno. Tal modificacion en los PAC
llevo a la formacion de los sistemas tetraamidos en los cuales no solo se resolvid el
problema de la ciclizacién, ademas en este sistema el nitrogeno solo cuenta con un par de
electrones libres que se mantiene ortogonal al par ¢ donador, lo cual disminuye el efecto de

la degradacion oxidativa haciendo un ligante mucho més robusto.>”

En 1979 Rybka reportd el primer macrociclo unido a un metal a través de un anion de
amida.®” Mas tarde aparecieron los sistemas macrociclicos con 2 y 3 grupos anionicos
amida, pero en estos sistemas se tenia uno o mas grupos donadores neutros como aminas
donde el metal primero se coordina al grupo donador (amina), y después promovido por la

proximidad con el metal se lleva a cabo la desprotonacion y coordinacion del grupo amida.

(0]
) 0
\-’[\\]/\(

( -N©
/C\u3+ >

H,N
ON—

‘0
CO0®

Figura 2.37. Complejo metalico poliamido N-donador

Puesto que los grupos amida no son ¢ donadores la insercion de metales en ligantes

poliamida macrociclicos libres de grupos donadores representd un nuevo reto. En 1980
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Margerum y Rybka informaron la sintesis de un complejo N-tetraamido de Cu, producto de

la introduccién del metal al macrociclo tetraamido. ¢!

% o ]
-

OH2\_o
@N/CUSﬁN'@
N AA

H20 N—
©

Figura 2.38. Primer Metal-Tetraamido macrociclo informado

En este tipo de sistemas, la alta resistencia a la oxidacioén por parte de los grupos amida,
representé una mejor alternativa para sintetizar complejos que pudieran alojar metales en
altos estados de oxidacion. Del mismo modo que sucede con los PAC, los ligantes
tetraamido ciclicos al ser desprotonados generan un ligante con carga 4- en el que se puede
enlazar un metal, y debido a la alta capacidad ¢ donadora de los grupos N-amido, existe
una gran densidad electronica sobre el centro metalico. Como consecuencia el potencial
redox del complejo disminuye aun mas y el metal es facilmente oxidado por el medio de

reaccion.””’

En los sistemas M-TAML, resulta muy comun obtener complejos donde el metal tiene un
estado de oxidacion mayor al precursor de partida. Se encontr6é en los M-TAML de Fe y
Mn, que el centro metélico podia ser oxidado con O, para formar complejos Fe'V-TAML-p-

fot . v 2-64
0x0 y con peréxidos se formaban complejos Fe'¥-oxo y Mn"-0x0.°%®

2.3.3. Estructura del TAML

El TAML es un ligante en cuya estructura se encuentran 4 grupos amida formando una
cavidad central. Se ha divido su esqueleto en 3 partes: la cavidad central, la cabeza y la
cola. Sobre la estructura principal se han llevado a cabo diversas modificaciones. Por
ejemplo sobre la cabeza usualmente se encuentra un anillo aromatico, el cual puede estar
sustituido por grupos electroatractores o electrodonadores (A). También se ha utilizado un
anillo de piridina (B) y una cetona (C), y es a través de estos grupos que se pueden modular

las propiedades electronicas sobre el centro metélico. Por otro lado, tanto en la parte central

32



Antecedentes

como en la cola, se pueden introducir diferentes grupos sustituyentes, los cuales modifican

principalmente las propiedades estéricas sobre la cavidad central.

CABEZA
, CAVIDAD
R® CENTRAL
__________________________________ R ...
COLA

Figura 2.39. Modificaciones a la estructura del TAML® %

Los TAML’s en general son moléculas simétricas, pero debido a su estructura ciclica
adgieren diferentes conformaciones espaciales. Sin embargo, una vez que se lleva a cabo la
metalacion del ligante, es decir, cuando es desprotonado y se enlaza un metal en la cavidad
central, el ligante adquiere una conformacién de cuadrado plano. Cuando un TAML es
desprotonado adquiere una carga de 4- y los 4 nitrogenos N-amido forman enlaces ¢ con el
metal, obteniendo los complejos M-TAML. Aunado a la gran capacidad donadora del
ligante, se tiene la formacion alrededor del metal de 3 anillos de 5 miembros y uno de 6
miembros lo cual produce una gran estabilidad en los complejos metéalicos. Dependiendo
del metal y su estado de oxidacion los complejos pueden adquirir estructura de cuadrado

1T s Lo 1
plano como ocurre con el Co™ o piramide cuadrada como los casos de Fe'¥ y Mn".

Figura 2.40. Estructuras de Co"-TAML y Mn"-TAML.% ¢’
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Como se menciond anteriormente, la estructura principal de los TAML’s proviene de una
serie de mejoras sobre los PAC’s que permiten proteger el complejo de la degradacion
oxidativa. Se le llama degradacioén oxidativa debida al metal, a los procesos por los cuales
ocurre la transferencia de electrones del ligante al centro metalico y terminan fragmentando
la molécula. Estos se presentan como procesos destructivos y procesos no destructivos. La
proteccion estructural del TAML para evitar los procesos destructivos, se basa en los

siguientes puntos:

e Los carbonos del ligante en posiciones o a nitrogenos y B al metal se encuentran
saturados y tienen sustituyentes alquilicos para evitar la destruccion debida a la
reduccion de 2 electrones en el centro metalico. Esta proteccion fue utilizada por
Margerum con ligantes aciclicos, los H sustituyentes también pueden ser cambiados

por grupos aromaticos (como ocurre en la cabeza del ligante A y B figura 2.39).

HH HE  H
s B H* 7._(
_>
0 7 :@ oL . \ o)
%/N\ .N'\%O \/N\ 'E\IJ
MnP M-

Figura 2.41. Hidroélisis oxidativa del ligante con sustituyentes H

e En el esqueleto principal del quelato, el ligante no debe contener sustituyentes con
heteroatomos que contengan pares de electrones capaces de hacer un traslape
significativo con orbitales o* de los enlaces C-C de los anillos de 5 miembros.
Estos sustituyentes también promueven la destruccion por la reduccion del metal en

2 electrones.

H H
H- =-,05H H H H
= = ‘) o Y fo
O ./ o /= o_ | o
NeNT Nz NN NlZ
M" \Mn-1

Figura 2.42. Hidrolisis oxidativa del ligante debida a sustituyentes con heteroatomos

e Los heteroatomos donadores en el quelato deben ser todos N-amido, ya que los
pares de electrones del nitrogeno tienen un minimo traslape con los orbitales c* de

los enlaces C-C en el quelato de 5 miembros. Un rearreglo provee de proteccion
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contra la descomposicion oxidativa debida a un rompimiento heterolitico que pudo

ser observado en sistemas PAC con alcohoxidos donadores.

0 Q@

Noas e
7O o — 0
’(;M”'Q' - \M"'-?

Figura 2.43. Hidrolisis oxidativa del ligante debida a heteroatomos en el quelato.

e Se cree que la estructura del macrociclo protege al ligante de la destruccion
oxidativa debida a ruptura homolitica. Este tipo de descomposicién oxidativa

también fue observada en los ligantes PAC, no ciclicos.

o\ oL o
. — J Q
— N\ O — N N Mn-’]

Figura 2.44. Destruccién del ligante por ruptura homolitica.

La proteccidn para procesos no destructivos puede observarse solo en caso de la estructura
del TAML C (figura 2.39), en donde el grupo sustituyente en la cabeza del ligante no se
encuentra conjugado hasta el metal. A este se le llama un ligante inocente, puesto que casi
no existe influencia electronica desde el ligante hacia el metal. En caso de que los ligantes
contengan grupos aromaticos en la cabeza (ejemplos A y B figura 2.39), se extiende un
sistema 1 conjugado al centro metalico, lo que produce ambigiiedades en el estado de

oxidacion formal del metal. A estos se les conoce como ligantes no inocentes.® %% %

O N, NP o N NP
Y NVl \( ?/ \Mn’-z\(

Figura 2.45. Proceso de oxidacion no destructivo para ligantes con sistema w extendido

2.3.4. Metalacion del TAML
La metalacion del ligante es el proceso mediante el cual se introduce el metal en la cavidad
del macrociclo. En el tetraamido reportado por Margerum y Rybka, este proceso se hizo

utilizando disolucién de NaOH y Cu(OH),. Sin embargo, esta eaccion no es funcional para
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los nuevos sistemas. Actualmente, la metalacion de los TAML’s incluye el uso de
disolventes anhidros como THF a baja temperatura y bases lo suficientemente fuertes para
desprotonar los grupos amida del ligante (RLi, NaH). Una vez desprotonado el ligante, se
introduce el metal en forma de una sal divalente para obtener un complejo hidroliticamente
estable, el cual puede ser oxidado.

Entre los metales que se han utilizado se encuentran: Mn, Co, Cr, Fe, Ni y Cu, siendo los

. , o . 4 9. 70.
complejos de Fe los mas utilizados y estudiados.®* ¢7- %7

2.3.5. M-TAML como catalizador

Los complejos Fe-TAML funcionan de manera similar a las enzimas peroxidasas, asi, como
estas, los M-TAML’s pueden reducir el HO, formando un complejo altamente oxidado el
cual tiene funcién tipo catalasa. Estos complejos oxidados de M-TAML pueden oxidar y
llegar a descomponer moléculas donadoras de electrones. Cuando no existen en el medio
otros donadores de electrones, el mismo H,O, funciona como donador de electrones y

reacciona con el complejo M-TAML oxidado produciendo O,.

3.2.6. Actividad tipo peroxidasa

Se han llevado a cabo diversos estudios para determinar la cinética y el mecanismo de
reaccion del Fe-TAML, tanto en medio acuoso como en disolventes organicos. Ademas de
ello, también se encontr6 que existe una dependencia de las especies producidas con el pH.
Se llevaron a cabo diversos estudios para conocer las especies quimicas que se forman
durante la reaccion entre el complejo Fe-TAML y el H,O,, y a través de ello se pudieron

proponer los siguientes mecanismos de reaccion:

HO, - HO “12-
OH, 1- - “oH o o I o I
-Hy +H,0, I H* 1 11! 1l
_Felll_ — _Felll_ - _Felll_ —_— _Felll_ _— _FeV_ —_— _FeV_
H,O N + -H,O -H,O
OH, 7 OH, W% oW, ™ OH, ’ OH, i
Ho_  12- Ho_ 13-
OH, I~ 12- “oH o o 12
L MO Il 202 L L L RV
—II:e - o —I|:e - —Ilze - == —Fe"— ?—Fe -_
OH 2 oH  HO2 OH +H OH OH

Esquema 2.6. Mecanismo de formacion de complejos oxo en condiones neutras (superior) y basicas

(inferior)
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Como se observa en el esquema 2.6, la disociacion de un ligante H,O permite generar un
sitio vacante sobre el cual se coordina el perdxido. Para el Fe-TAML este paso es lento
porque la constante de disociacion de H,O y H,O, son similares. En caso de la HRP este
paso es rapido porque existen interacciones entre H,O o H,O, con toda la estructura de la
enzima, no solo en el sitio activo; lo que produce una diferencia entre ambas constantes de
disociacion. Una vez coordinado el perdxido, prosigue la oxidacion del complejo por la
pérdida de un H" que lleva a un cambio en la hibridacién del dtomo de oxigeno del
perdxido. La ruptura heterolitica del enlace O-O conlleva a la pérdida de H,O (se cree que
este paso puede ocurrir a través de una reaccidon con una segunda molécula de H,0,), la
oxidacion del metal y la formacion del complejo oxo. En disolventes poco polares se ha
encontrado la formacion de complejos Fe' -p-oxo, el cual se trata de la especie altamente

oxidada capaz de llevar a cabo la funcion tipo catalasa.

2.3.7. Actividad tipo catalasa.

Como se menciond antes, el peroxido reacciona con el Fe-TAML para formar el complejo
oxo-Fe-TAML (especie altamente oxidada), pero cuando el peroxido se encuentra en alta
concentracion, puede funcionar como reductor al reaccionar con el complejo
oxo-Fe-TAML para producir O, y regenerar el complejo Fe-TAML. Asi, aparecen 2
constantes (k) de velocidad entre el H,O, y el Fe-TAML, una debida a la oxidacion y otra

por la reduccion de la especie oxo-Fe-TAML, como se describe en el siguiente esquema:

Fell'TAML

k; ks
H,O H,0, 0,

Q
FeV-TAML

Esquema 2.7. Comportamiento del Fe-TAML y H,0, en ausencia de donadores de electrones.

A través de estudios cinéticos monitoreando la produccion de O, con un electrodo de Clark

se encontrd una constante de velocidad k3 = 10° M'sL,
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En la siguiente tabla se compara el valor de k; para el Fe-TAML y otros compuestos con

funcionalidad similar.

Compuesto ki/ Mls! Referencia
Fe-tetrazaanuleno 1.5x 10° 71
Fe-TAML 1.8x 10° 74-76
Lignina H8 peroxidasa 1.4x 10° 72
Peroxidasa de rabano HRP 1.7 x 10’ 73

Tabla 2.3. Valores de k;de compuestos con actividad tipo peroxidasa.

La actividad del Fe-TAML es ligeramente superior a la Fe-tetrazaanuleno (otro catalizador
inorgéanico) y ligeramente menor a la lignina H8 peroxidasa, que es la peroxidasa con la

menor actividad, pero si existe una gran diferencia comparada con la HRP

Cuando se tienen donadores de electrones la actividad tipo catalasa depende del compuesto
donador. Generalmente la constante de velocidad k; es entre 10 y 100 veces mayor que la k3
para el H>O,, por lo cual en estudios cinéticos la componente debida a la reaccion con H,O,

no puede ser completamente descartada.

Fell='TAML Productos
de oxidacién
k; ks
H,O H0, T— 0,
k, Compuesto
o Y donador de
Fe'-TAML electrones

Esquema 2.8. Comportamiento del Fe-TAML en prescencia de H,O, y otras moléculas donadoras de

electrones.

En cuanto a la actividad como catalasa en la oxidacion de moléculas donadoras de
electrones, los complejos organometalicos presentan una ventaja con respecto a las
enzimas, y es que el centro catalitico se encuentra mucho mas expuesto, lo que permite una

catalisis mas rapida e incluso permite la degradacion de sustancias que no puedan ingresar
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al sitio activo de enzimas, lo que ha permitido que el Fe-TAML pueda ser aplicado en

. . ., 4-
tratamiento y purificacion de agua. ’*7°

2.3.8. Catalisis del Co-TAML

M TAML sirve como catalizador para la adiciéon de CO; a

Por su parte se encontr6 que el Co
epoxidos formando carbonatos ciclicos. Los mejores resultados se obtuvieron con oxido de
propileno llegando a un redimiento de 100 % con un TOF = 351 h™' utilizando, 0.1 % mol
de catalizador a 120 °C, 2 MPa de presion de CO; durante 3 horas, y 0.2 % de DAMP
como co-catatalizador. También fue soportado en silica gel y se reciclo obteniendo un
TONeciclado de 570 para el primer reciclado, 489 para el segundo reciclado y 301 para el
tercer reciclado. El mecanismo propuesto para esta catalisis es el siguiente:

—Co—
| L=DMAP —Co=— =

N X =DMAP*
O

Esquema 2.9. Ciclo catalitico de adicion de CO, a epéxidos mediada por el Co-TAML

El Co"-TAML actia como electréfilo, lo cual permite retirar densidad electrénica del
epoxido facilitando la ruptura del mismo que es producida por un ataque nucleofilico en el
carbono menos sustituido. Es por ello que los mejores rendimientos fueron obtenidos

usando la DMAP que es mas nucleofilica que otras aminas.”””
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2.3.9. Procesos de degradacion del M-TAML

Los complejos M-TAML pueden hidrolizarse por diferentes factores. Cuando el metal es
biocompatible como el caso del Fe y Co representa una ventaja debido a que el complejo se
degrada en pequenas moléculas que no afectan al medio ambiente. Lo que es de suma

importancia si consideramos que son utilizados para tratamiento de aguas.

2.3.10. Degradacion por hidroélisis acida y basica

Se ha encontrado que los Fe-TAML sufren una rapida demetalacion a pH < 3 debido a la
protonacion de los grupos amida,* a pH alto también sufren la descomposicion por la
formacion de hidroxidos metalicos.

El complejo es muy estable cuando se encuentra disuelto en agua pura (se puede mantener
durante meses) pero cuando se encuentra en disolucion amortiguadora de pH = 7 (buffer de
fosfatos) ocurre una lenta demetalacion del complejo que se nota en cuestion de horas. Esto
debido a que las moléculas del amortiguador se pueden coordinar al centro metalico y

promover la protonacion de los grupos amida.

O\\ IOH_| >

/P\O <)
Qr2 | O H SONH
_Fem_ _Fem_N Demetalacion :I_NH HN_,; + FeIH
OH, H,PO, OH, lenta NH
Fe-TAML 1l Buffer pH=7 ROV I
TAML

HPO,> + H'

Esquema 2.10. Descomposicion del Fe-TAML por amortiguador de fosfatos

Lo mismo ocurre con ligantes que contienen hidrogenos no acidos que al coordinarse y
aproximar el hidrogeno al N-amido promueven la protonacion de los grupos amida, tal es el
caso de piridinas y CH3CN (en el ultimo caso mucho mas lento). Esto se confirma ya que al

coordinar una azida se forma un complejo muy estable que no se demetala.

2.3.11. Degradacion por condiciones oxidativas (autodegradacion)
Aunque el complejo resiste las condiciones oxidativas a la cual es sometido, también ocurre

una lenta degradacion debido a la catélisis que se lleva a cabo. Se ha encontrado que
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durante la formacion del complejo oxo, los hidrogenos que se encuentran en la parte central

y también la cola pueden ser extraidos por el Fe-oxo generando radicales que llevan a la

destruccién del complejo.*!

>_ SN H
"m0 [ o
N, 1IN~ H,0, N% Vv N
[ :Z e ‘Fe''
N\ NN\
N N
o (0]
0] @)
Extraccion de
H del ligante
H -
\ ~
[o) (@] & \ |
i L
/Fe
NN =
N=C=O  Rearreglo
0]
Intercambio
de ligante

Producto aislado

Esquema 2.11. Mecanismo de degradacion del Fe-TAML por hidrélisis oxidativa

2.3.12. M-TAML y complejos de rutenio
Recientemente se han realizado estudios sobre la interaccion entre el Fe-TAML vy
complejos ciclometalados de rutenio. En el primero se evalu6 la funcion tipo catalasa del

Fe-TAML en presencia de H,05 y del complejo [Ru(phpy)(phen),]” como agente donador

.. ., 74
de electrones llevando a cabo la siguiente reaccion:

1 + + Fe!'"TAML 111 2+
[Ru"(phpy)(phen),]" + 1/2 H,0, + H > [Ru"(phpy)(phen),]“" + H,0O
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A partir de ello se pudo dilucidar el mecanismo de accidn propuesto anteriormente
(esquema 2.4), debido a que el complejo de rutenio se oxida a Ru'™, pero no se destruye ni
modifica su estructura como ocurre con los donadores organicos utilizados. Ademads es
posible observar la concentracion de cada especie a través de espectroscopia UV-Vis por lo

que se pudo determinar la estequiometria de la reaccion.’!

Por otro lado, nuestro grupo de trabajo también estudio la interaccion entre estas especies.
En este caso el Fe-TAML fungi6 como peroxidasa sintética reduciendo H,O, a agua,
mientras el complejo de rutenio hizo la funcion de mediador transfiriendo los electrones
desde el Fe-TAML oxidado hacia un electrodo, formando asi un ciclo catalitico similar a

cuando se utilizé la HRP. El estudio fue realizado mediante voltamperometria ciclica y se

encontro que la constante de transferencia de electrones entre ambos complejos fue del
82

orden k= 10° M's”!, resultado comparable a lo obtenido con la enzima.

ELECTRODO

Esquema 2.12. Ciclo catalitico producido entre Fe-TAML y complejo de rutenio con la reduccion de

H;0,

Este ultimo trabajo fue enfocado hacia la aplicacidon en sensores de peroxidos, en ¢él, se
conjuntaron finalmente el Fe-TAML como peroxidasa sintética y el mediador de rutenio
para crear un sistema que funciona como sensor amperométrico de perdxidos, sentando

entonces la base de lo que serd este trabajo.
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Hipotesis

3. HIPOTESIS.

Una molécula bimetalica que contenga 2 fragmentos interconectados por enlaces 7
conjugados, siendo el primer fragmento un centro catalitico capaz de reducir
peroxidos, y el segundo una entidad que pueda intercambiar electrones con este
centro catalitico y un electrodo, permitird aumentar la velocidad de intercambio de
electrones entre ambos centros metdlicos y disminuir interferencias en la
cuantificacién de perdxidos con un sistema amperométrico, por lo que tendra un
mayor potencial para ser aplicado como sensor de peroxidos.

Los complejos de rutenio al ser capaces de llevar a cabo reacciones redox con el
sitio activo de la glucosa oxidasa, pueden tener diferentes efectos sobre la reaccion
de oxidacion de glucosa con glucosa oxidasa dependiendo de las propiedades
electronicas del centro metalico.
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4. OBJETIVOS

4.1.  Objetivos generales:

e Sintetizar un complejo bimetdlico que contenga un fragmento organometalico
M-TAML y un complejo ciclometalado de rutenio en una molécula para conjuntar
la funcion de peroxidasa sintética que posee el M-TAML y el mediador de
electrones en el complejo de rutenio, capaz de intercambiar electrones entre el
centro catalitico y un electrodo.

e Llevar a cabo un estudio cinético para conocer los efectos de complejos de rutenio
sobre la reaccion de oxidacion de B-D-glucosa con glucosa oxidasa.

4.2.  Objetivos particulares:

e Disefiar y sintetizar un ligante tetraamido macrociclico (TAML) modificado, en
cuya estructura posea una seccion con esqueleto de TAML para introducir un metal
en la cavidad formada por 4 amidas y otra seccién con un quelato polipiridinico en
la parte exterior capaz de coordinarse a un atomo de rutenio. Ambos fragmentos
deben estar comunicados electronicamente a través de enlaces  conjugados.

e Llevar acabo la metalacion del ligante TAML modificado.
e Disefiar complejos de rutenio con la 2-fenilpiridina ciclometalada conteniendo
ligantes labiles que puedan ser desplazados por el fragmento polipiridinico del

TAMUL modificado.

e Coordinar el ligante TAML modificado en un complejo ciclometalado de rutenio
para obtener el complejo bimetalico.

e Estudiar las propiedades redox del complejo bimetélico.
e Estudiar y obtener parametros cinéticos de la reaccion de oxidacion de glucosa por
la glucosa oxidasa, en presencia de complejos de rutenio a través del monitoreo de

la concentracion de O,.

e Determinar el efecto de los complejos de rutenio mediante el andlisis de los
parametros cinéticos obtenidos.
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5. Complejos ciclometalados de rutenio.

En este capitulo se describe la sintesis de complejos ciclometalados de Ru'. Estos
complejos deben tener un fragmeto ciclometalado de 2-fenilpiridilo (phpy) y ligantes
labiles que permitan la sustitucion de ligantes por quelatos de polipiridina. El objetivo de
sintetizar estos complejos de rutenio, es poder coordinar al rutenaciclo, la polipiridina de un
TAML modificado. Para esto, se plantearon 2 posibilidades: una por sustitucion de los
ligantes, coordinando directamente el TAML modificado; y otra sintetizando un complejo
de rutenio con polipiridinas, en el cual un ligante posea grupos funcionales apropiados para
hacer una reaccioén de condensacion, y construir el TAML sobre el ligante ya coordinado al

rutenio.

5.1. Primer propuesta: complejos con ligantes labiles

Diversos complejos ciclometalados de rutenio han sido sintetizados con ligantes
polipiridinicos y han mostrado una alta afinidad en la interaccién con enzimas redox y
recientemente con el Fe-TAML.

Tomando en cuenta la primera propuesta basada en la sustitucion de ligantes, encontramos
que se requeria de complejos de rutenio en cuya estructura se tuvieran al menos 2 ligantes
monodentados, que pudieran ser sustituidos por un ligante bidentado. Aunque existen
diversos ejemplos de complejos de rutenio que poseen esta caracteristica, una segunda
condicion estriba en que el complejo debe contener un fragmento ciclometalado con phpy.
En trabajos previos se ha informado sobre la formacion del metalociclo en reacciones
posteriores a la sustitucion de ligantes; sin embargo, resulta mucho mas complicada y se
lleva a cabo a través de reacciones de transmetalacion.'” Debido a ello se busco hacer la
sustitucion de ligantes a partir de especies de rutenio que ya tuvieran el fragmento

ciclometalado.

Cumpliendo estas 2 condiciones, nos encontramos con complejos de rutenio que contienen
ligantes acetonitrilo, los cuales han sido exitosamente sustituidos por fenantrolina o
e g 3.4 . ., . . . .
bipiridina.”” Basados entonces en la sustitucion de ligantes, se propuso sintetizar complejos

de rutenio con ligantes acetonitrilo, para ser utilizados como precursores y poder coordinar
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un TAML modificado en el metal (con un fragmento de polipiridina en la estructura del

TAML).
B NI

P
NI : | \N N
~
‘ + L Ru Sustitucion \'L
—_ u
S0 de ligantes
NS L I\_ L 8 / IN/ / N,
= X L.
m?)?i?fclz; do L = ligante l4bil Rutenaciclo coordinado al TAML modificado

Esquema 5.1. Primera propuesta para sintetizar el rutenaciclo unido al TAML

5.1.1. Precursor [Ru(n®-C¢Hg)CL], (1)

El complejo se prepard por calentamiento de disolucion etandlica de RuClsxH,O y
1,4-ciclohexadieno siguiendo la ruta informada en la literatura.” Este complejo es
comunmente utilizado como precursor debido a que los puentes cloro se pueden romper

facilmente y ser sustituidos por moléculas de disolvente.

EtOH cl
RuCl; + —_— Cl._/

45 °C /Ru\ /Ru

6 hrs Cl Cl

Reaccion 5.1. Sintesis de [Ru(C¢Hg)Cl,],

5.1.2. [Ru(phpy)(CH3CN)4|PF¢ (2)

Este complejo fue preparado a partir del precursor 1 en acetonitrilo con 2-fenilpiridina,
como se informa en la literatura.” Durante esta reaccion ocurre la ciclometalacion de la
2-fenilpiridina en posicion orto, por activacion C-H directa y se sabe que ocurre via un
mecanismo de sustitucion electrofilica.® Se utiliz6 NaOH como base para neutralizar el HCI
formado. También se utilizo KPFg para tener un anion lo suficientemente grande que
permita estabilizar el complejo. Este complejo cuenta con el fragmento ciclometalado y los
ligantes acetonitrilo que pueden ser sustituidos, condiciones necesarias para utilizarlo como

precursor en la sustitucion de ligantes con el TAML modificado.
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-~ erg

D 3 :
cl

cl N

N + 12 Ry RG, + NaOH + KPFg CHLEN HsCCN,, \
c” el @ 45°C ERET U
12 hrs HsCCN” | “NCCH,
NCCH;

Hphpy @ 2)85%

Reaccion 5.2. Sintesis de [Ru(phpy)(CH;CN)4|PFq

5.1.3. [Ru(phpy)(CH3CN)3(CO)|PFs (3)

El CO puede retirar densidad electronica del centro metélico por retrodonacion y permite
una mayor estabilidad del complejo (comparado con 2), por esto, con el precursor 3, se
espera evitar la descomposicion del mismo durante la sustitucion de ligantes, y abre la
posibilidad de labilizar CO de forma especifica para promover el intercambio de ligantes.
Se prepard al burbujear CO en una disolucion del complejo 2 en CH,Cl,. Durante la
reaccion se observo la desaparicion del color amarillo del precursor 2. En el espectro de
infrarrojo del producto obtenido se observa la aparicion de una banda muy intensa en 1989
cm™ que confirma la coordinacion del CO. También se puede ver la sefial de VPF, en 834
cm™ y una muy pequefia banda en 2291 cm™ debida a la vibracion (VCN) del acetonitrilo.
En el espectro de masas se observa el ion molecular [M]" = 407 m/z y las pérdidas
correspondientes al CO [M-CO]" = 379 m/z y a cada uno de los acetonitrilos

[M-CO-CH;3CN]" = 338 m/z, [M-CO-2CH3CN]" = 297 m/z y [M-CO-3CH;CN]" = 256 m/z.
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Figura 5.1. Espectro de infrarrojo por ATR en sélido (izquierda) y espectro de masas FAB™ (derecha)

del complejo 3.
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En el espectro de RMN 'H se observan sefiales que integran para 8 hidrogenos aromaticos
adjudicadas al ligante phpy. En la zona alifatica podemos encontrar una sefal en 2.12 ppm
que integra para 6 hidrogenos y es asignada a los 2 acetonitrilos coordinados que se
encuentran en posicion frans entre si. También se observa una sefial en 2.61 ppm que
integra para 3 hidrogenos y se asigno al acetonitrilo en posicion trans al nitrogeno del

ligante phpy. (Anexo Al)

2.61
212

1.00-T
= {108-]a=

1.

s =

1,10~
e
b

o | B00=

B3 6.3 6.0 35 50 4.5 4.0 35 30

e
=
ol
in
=
=

Figura 5.2. RMN 'H en CDCI; del complejo 3

Ademas fue posible obtener cristales apropiados para estudios por difraccion de rayos X.

c17

Figura 5.3. Estructura del complejo 3 obtenida por difraccion de rayos X, para mayor claridad se

omitieron los Atomos de hidrogeno y el anion PFy.
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Parametro Complejo 3 Parametro Complejo 3
Formula empirica C,3H7F¢N4,OPRu Rango 0 de coleccion de datos (°) 2.402 a27.498
Peso formula 551.39 Datos/restricciones/parametros 4972/271/338
Temperatura (K) 298 Reflexiones colectadas 17892
Longitud de onda A) 0.71073 Reflexiones independientes 4972 [R(int) = 0.0676]
Sistema cristalino Triclinico Correccion de absorcion semi-empirica de
equivalente
Grupo espacial P-1 Método de refinamiento cuadrados minimos
Dimensiones de la celda a=6.9013 a=94.991 Rango de indices 8<h<8
unitaria en (§y°) b=12.5429 B=99.797 -16<k<16
c=12.7887 y=90.568 -l6</<16
Volumen (2\3) 1086.4 Calidad de ajuste en F* 1.076
z 2 indices finales R[[>2c(l)] R1=0.0396, wR2 =
0.1000
Densidad (Mg/m®) 1.686 Indices R (todos los datos) R1=10.0456, wR2 =
0.1070
Coeficiente de absorcion (mm’ 0.863 Maximo-minimo de densidad 0.453 y -0.550
D) Electroénica residual (e./i'3)
F(000) 548

Tamaiio del cristal (mm)

0.214x0.136x 0.110

Color

verde / prisma

Tabla 5.1. Parametrds cristalograficos del complejo 3

Enlace Distancia (A) Atomos Angulo 9)
Ru-C13 1.959 C13-Ru-N3 88.01
Ru-N3 2.026 C13-Ru-N2 93.50
Ru-N2 2.031 N3-Ru-N2 178.16
Ru-N1 2.050 C13-Ru-N1 92.17
Ru-N7 2.074 C13-Ru-N7 96.40
Ru-C1 2.084 C13-Ru-Cl1 174.68
C13-0 1.123 C1-Ru-N2 89.47

Tabla 5.2. Distancias y angulos de enlace alrededor del centro metalico del complejo 3 obtenidos a

partir de la difraccion de rayos X.

En la figura 5.3 podemos observar que el CO sustituye al ligante acentonitrilo del complejo
2 que se encuentra en posicion trans al enlace organometalico. Esto se debe a la influencia
trans que ejerce el enlace o-C-M sobre el acetonitrilo haciéndolo mas 14bil en comparacion

con los otros 3 ligantes acetonitrilos.”® El complejo 3, a diferencia de su precursor, es
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estable al aire en solido y en disolucion, y por lo planteado anteriormente el complejo tiene

potencial para hacer una reaccion de susticion de ligantes mas controlada.

Explorando la reactividad del complejo 3 se realizaron reacciones con un equivalente de
1,10-fenantrolina y 2,2’-bipiridina en CH3CN, acetona y MeOH.

A través de estas reacciones se buscaba llevar a cabo la descoordinacion del CO, generando
un sitio vacante en el complejo que permitiera la coordinacion de un N-piridinico de la
fenantrolina, y promover asi, la sustitucion de un segundo ligante monodentado a través de

la quelatacion del ligante bidentado.

Cuando la reaccion se realizé a 50 °C se recuperd cuantitativamente el complejo 3 por lo
que no se produce la descoordinacién del CO en estas condiciones.

Haciendo la reaccion a reflujo de metanol por 8 horas, se obtuvo un producto purpura que
correspondié al complejo [Ru(phpy)(phen),]PFs informado en la literatura,” con un
rendimiento de la reaccion de 40 %. Bajo estas condiciones se produce la descoordinacion
no solo del CO sino de todos los ligantes monodentados del complejo 3 por lo cual se lleva
a cabo la sustitucion de los 4 ligantes monodentados, pero también existe un porcentaje de

descomposicion del complejo.

CH;CN, 50 °C
72 hrs

oc” | “NceH, 1 equivalente
NCCHj

()] 3) 82% MeOH 5,
reflujo

12 hrs

(18) 40%
Cap. 8

Esquema 5.2. Sintesis y reactividad del complejo 3

55



Complejos ciclometalados de rutenio

5.1.4. cis-|[Ru(phpy)(phen)(CH3CN);|PF¢ (4)

Fue sintetizado como se informa en la literatura,” este complejo también contiene el
metalociclo y 2 ligantes CH;CN que pueden ser sustituidos. En este complejo el enlace
C-Ru se encuentra en posicion cis a ambos acetonitrilos por lo que ninguno de ellos se
labiliza por efecto frans del enlace C-Ru como ocurre con el complejo 2.’

En el complejo 4 se puede llevar a cabo la sustitucion de los acetonitrilos por un ligante
bidentado en condiciones de reflujo de MeOH, sin embargo, el compuesto resultante se
produce mediante una isomerizacion del complejo 4, es decir, el nuevo ligante bidentado no
se sustituy6 en las posiciones donde estaban los ligantes monodentados. Este resultado fue

descubierto utilizando fenantrolinas sustituidas (ver esquema 5.8, anexo A2).®

5.1.5. trans-[Ru(phpy)(phen)(CH3CN);|PFs (5)

Fue sintetizado a partir de 4 como se informé en publicaciones recientes.”® Esta especie es
un isomero del complejo 4 en el cual un acetonitrilo se encuentra en posicion trans al
enlace organometalico. Debido a la influencia trans, este CH3;CN es mas labil y el complejo
5 es mas reactivo hacia la sustitucion de ligantes que su precursor. En el espectro deRMN
"H podemos observar que las sefiales en la parte aromatica se ven modificadas y existe un
desplazamiento de las sefiales alifaticas (con respecto al complejo 4) que aparecen en 2.00
y 2.20 ppm. En el espectro de infrarrojo se observa un ligero desplazamiento en la banda
(LCN) a 2258 cm™. En el mismo trabajo se informa sobre la sintesis de otras especies
mediante la sustitucion de ligantes polipiridinicos sobre el complejo 5. Este compuesto se
convirtié en la mejor opcion para coordinar el TAML modificado mediante la sustitucion

de ligantes. (anexo A3)

_I PF,

~]PFs cugen

s0°C CH,CICH,CI
\ T 5% CH;CN
-
H3CCNIH;RU--“ Z_ N, R reflujo
H3CCN | \NCCH3 ) NCCHs 72 hrs
NCCH3 NCCH3
@ @) 75% () 60%

Esquema 5.3. Sintesis de los complejos 4y 5
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5.2.Segunda propuesta: complejos conteniendo grupos para ser condensados.

La segunda propuesta consistio en sintetizar un rutenaciclo saturado con ligantes de
polipiridina, en el cual uno de ellos incluya dentro de su estructura grupos funcionales
como acidos carboxilicos o aminas que permitan la formacion del ligante sobre el complejo
mediante una reaccioén de condensacion.

n+

(j;@ n+
HN? ZN |
" \E\j)@ ' N
HN Reaccmn
NH - N de Doble
condensacion

Fragmento de TAML

con GFC's Complejo de rutenio con hgante Complejo de rutenio unido al TAML

polipiridina conteniendo GFC's

GFC = Grupo Funcional para hacer la Condensacion

Esquema 5.4. Segunda propuesta para sintetizar el rutenaciclo unido al TAML

5.2.1. Ligantes polipiridinicos con grupos funcionales.

Para utilizar esta via de sintesis fue necesario sintetizar ligantes polipiridinicos que
contuvieran grupos funcionales (especificamente acidos carboxilicos o aminas) sobre los
cuales se pudiera llevar a cabo reacciones de condensacion. Estos ligantes deberian ser
coordinados al complejo de rutenio a través de los ligantes N-piridinicos, y posteriormente
se formaria el TAML mediante las reacciones de condensacion sobre los grupos
sustituyentes. Los ligantes utilizados con este propdsito fueron:

a) 5,6-diamin-1,10-fenantrolina phenNH,. Sintetizada como se describe en la
literatura mediante 2 reacciones: la oxidacion de las posiciones 5 y 6 de la
1,10-fenantrolina por refujo de mezcla sulfonitrica, para obtener la
fenantrolin-5,6-diona phenCO y la posterior aminacion reductora de esta especie. '

: 1 ;e .
Los productos se caracterizaron por RMN "H y espectroscopia infrarroja.

NH,
X HoN
2
. . . . \
_J  Oxidacion Aminaciéon
—_—

N reductora N/

N
—Z
N

phen phenNH,

Esquema 5.5. Sintesis de phenNH,
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b) Acido-3,3’-dicarboxi-2,2’-bipiridinico bpyCO,H. Sintetizado como se informa en
la literatura,'® a través de la oxidacion de la 1,10-fenantrolina con KMnO, en
condiciones basicas, y en segundo lugar con AgNO; en condiciones acidas para
promover la ruptura del anillo aromatico interanular. El producto fue caracterizado
por RMN 'H donde se observan 3 sefales de los hidrogenos aromaticos en 8.4, 7.9
y 7.5 ppm. En su espectro de IR se observan las bandas correspondientes a los

acidos carboxilicos en 1605 cm™ (LCO) y en 3370 cm™ (VOH)."!

X
1) KMnO,4, NaOH
N/ L
N 2) AgNO;, AcOH
phen
Esquema 5.6. Sintesis del bpyCO,H
\\\ w“"\f' il \/‘ f‘f m J{J \',‘ N‘}h‘r\,
\ IR
2 4 -
J _J . |~ \”“" ) ﬁ‘
) y ey “" I
Ea— ‘ ‘ ‘M"\“‘ \M'#
| TR
N | w o !
= | M
" | M 5
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Figura 5.4. Espectros de RMN 'H en CD;0D (izquierda) e IR en sélido (derecha) de BpyCO,H

5.2.2. Complejo [Ru(phpy)(phen)(phenNH,)]"
Como primera opcion se buscod la obtencion del complejo [Ru(phpy)(phen)(phenNH,)]"
que contenga el ligante phenNH; coordinado al rutenio por las N-piridinas y los grupos

amina libres.

Para sintetizar este complejo se propuso la reaccion entre el complejo 5 y el ligante
phenNH;. Estos ensayos se llevaron a cabo a diferentes temperaturas, tanto en metanol
como acetona y en mezclas de acetonitrilo/metanol. Sin embargo, debido a que el ligante

phenNH; puede coordinase al metal, no solo a través de las N-piridinas sino también por
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los nitrégenos de los grupos amina. Bajo condiciones de reaccidon muy similares, el Dr.
Ward inform¢ la formacién de un complejo bimetélico de rutenio utilizando como puente la
phenNH,, donde las aminas se oxidaron y finalmente se coordinaron como una diimina,
, ., . . . ., 12

ademas la reaccion dio lugar a varios diasteroisomeros. © En nuestro caso se obtuvo una
mezcla de compuestos en donde no fue posible aislar ningin producto, y en el espectro de
. . -1 .

infrarrojo de la mezcla no se observan las bandas finas alrededor de 3300 cm™ debidas a las
aminas libres, por lo que se piensa que en su mayoria se encuentran coordinadas en forma

de iminas como lo informado en la literatura.'!

HyN
N2
2 N
NH, N
A
— NH, Modos de coordinacién del ligante
N
\_/ q 2t
3 hen(NH
phen(NH»), » / ’ \

N\\/\\

Coordinacion de ambos lados
como lo informa el Dr. Ward

Esquema 5.7. Primera propuesta para sintetizar el complejo [Ru(phpy)(phen)(phenNH,)]
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Figura 5.5. Espectros de IR del compuesto phenNH, (izquierda) y de la mezcla de productos de la

reaccion entre 5 y phenNH, (derecha)
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Posteriormente, se plante6 una segunda posibilidad para la obtener el complejo
[Ru(phpy)(phen)(phenNH,)]" esto a través de la aminacion reductora del precursor

[Ru(phpy)(phen)(phenCO)]PF; (7)."

La sintesis de 7 se intentd en una primera instancia con la reaccion entre el complejo 4 y un
equivalente de phenCO. Sin embargo en la phenCO por efecto de los grupos
electroatractores, los pares de electrones de los N-piridinicos no son los suficientemente

coordinantes para llevar a cabo esta reaccion, por lo que se recupero el 70 % de 4.

5.2.3. cis-[Ru(phpy)(phenCO)(CH;CN),]|PF; (6)

Alternativamente, para la obtencion de 7, se propuso coordinar la phenCO sobre el
complejo 2, utilizando el mismo procedimiento para la sintesis de 4. De esta forma fue
posible aislar y caracterizar el compuesto 6. En el espectro de RMN 'H se observan en la
zona aromatica sefiales que integran para los 14 H aromaticos del complejo y a 2.41 ppm y
2.45 ppm aparecen las sefiales asignadas a los CH3CN. En el espectro de infrarrojo se
puede ver una banda en 1691 cm™ correspondiente a la vibracion (VCO) de la dicetona y

otra pequefia en 2266 cm™ de (VCN). (anexo A4)

5.2.4. trans-[Ru(phpy)(phen)(phenCO)|PF; (7)

Finalmente, la especie 7 se sintetiz6 a partir de la reaccion entre el complejo 6 y un
equivalente de 1,10-fenantrolina a reflujo de metanol. En su espectro de RMN 'H podemos
observar en la zona de aromaticos sefiales que integran para 22 H y la desaparicion de las
sefiales alifaticas. En el espectro de infrarrojo se conserva la banda de la dicetona en 1687
cm” de la vibracion (vCO) y se pierde la vibracion (VCN). La esterioquimica de los
productos estd basada en los espectros de RMN 'H al compararlos con los resultados

informados en la literatura.® (anexo A5)
Una vez obtenido 7, se intentd llevar a cabo la aminacion reductora sobre los grupos

cetonicos del ligante phenCO, basados en lo informado en la literatura.'® Sin embargo, las

condiciones de reaccion produjeron la descomposicion del complejo.
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. _|PF6

N
N </ {
—_—
HsCCN,,,,};u“‘“C\ CH;CN // Nt 2
HsCCN” | TNCCH;, 60 °C =N LCCI;J_ICCH3
NCCH; 16 hrs 7 3
Q) 6) 70 %
MeOH [{
reflujo =
12 hrs
o)
N= O
N )

MeOH
reflujo

() () 60%
Esquema 5.8. Vias de sintesis para la obtencién del complejo [Ru(phpy)(phen)(phenNH,)]"

5.2.5. [Ru(phpy)(phen)(bpyCO,H)]PF; (8)
Como segunda opcion se plante6 sintetizar el complejo [Ru(phpy)(phen)(bpyCO,H)]", el
cual contiene el ligante bpyCO,H coordinado al rutenio por los N-piridinicos dejando los

grupos carboxilicos libres para su posterior condensacion.

El complejo 8 fue sintetizado a partir de la reaccion entre el complejo 6 con un equivalente
del 2,2’-bipiridin-3,3’-dicarboxilato de sodio siguiendo en método informado en la
literatura.'' En el espectro de RMN 'H en la zona de aromaticos se observan las sefiales que
integran para 22 H y no hay ninguna sefal en zona alifatica. En el espectro de masas se
observa un pico en 680 m/z correspondiente al ion molecular [M]" y en el espectro de
infrarrojo es posible ver las bandas de los grupos carboxilicos en 3317 cm™ (VOH) y 1610
cm™ (LCO). Fue posible obtener el mismo producto a través de la oxidacién de la dicetona
del complejo 7 utilizando una disoluciéon de NaOH 2M en metanol/agua 1:1 a reflujo. Sin
embargo, el rendimiento obtenido mediante esta via fue mucho menor y la purificacion

resultdé mas complicada (anexo A6).
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60 %

2) HPF,

30 %

H,0/MeOH
+  NaOHgpe—2o o] ®)

Reflujo
12 hrs

Esquema 5.9. Sintesis del complejo 8

5.3. Parte experimental

Materiales y métodos

Todas las reacciones fueron realizadas bajo atmosfera inerte, en una linea doble de vacio-
nitrogeno utilizando técnicas de Schlenk. Se usaron disolventes anhidros previamente
destilados con su respectivo agente secante: diclorometano (P,Os), CH;CN (P,0s), THF
(Na°), alcoholes (Mg®), EtsN (NaOH y malla molecular de 4A). Todos los reactivos fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich Co. excepto el RuCls; que fue adquirido de Pressure
Chemicals, los disolventes fueron obtenidos de Fermont grado HPLC.

Los espectros de RMN '"H y "°C fueron obtenidos en un equipo Bruker Advance 300, los
desplazamientos quimicos son reportados en ppm empleando como disolventes CD;CN,
CD;OD, DMSO-d. La referencia para cada espectro fue el mismo disolvente deuterado, las
constantes de acoplamiento se reportan en Hz. Los espectros de masas se obtuvieron
utilizando un espectrometro de masas Bruker Esquire por electrospray (ESI) y un
espectrometro  JMS-700 para bombardeo de atomos répido (FAB) en matriz de
nitrobenceno. Los espectros de infrarrojo fueron tomados en un equipo Bruker Alfa-P en
solido, por la técnica de reflectancia difusa (ATR). Los analisis elementales se hicieron en
un analizador elemental Perkin Elmer 2400 para C, H, N y S. La difraccion de rayos X se
realizd en un difractometro Bruker Smart Apex equipado con radiacion de Mo°

(A =0.71073 A) con detector bidimensional CCD por la técnica de monocristal.
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Sintesis de 5,6-diamin-1,10-fenantrolina. (phenNH,).

La sintesis de este compuesto se llevd a cabo siguiendo el método reportado por S. Bodige
y F. M. MacDonnell.'" En un matraz enfriado a 0 °C, se agregaron 14 mL de H,SO,
concentrado, 1.0 g (5.5 mmol) de 1,10-fenantrolina y 1.73 g (17 mmol) de NaBr. La mezcla
se agitdo 10 minutos y se adicionaron gota a gota 7 mL de HNO; concentrado. La mezcla de
reaccion se calent6 a reflujo por 1 hora. Una disolucion acuosa de NaOH 30 % se adiciond
a la disolucion enfriada a 0 °C, hasta obtener un pH = 6. Se form¢ un precipitado amarillo,
el cual se filtr6 al vacio a través de vidrio poroso. El sélido obtenido se disolvioé en 120 mL
de agua caliente y la disolucion se filtro en caliente con papel filtro. El producto se extrajo
del filtrado con 60 mL de CH;Cl. La fase organica se secd con Na,SOy y el disolvente se
evaporo6 al vacio. El s6lido amarillo resultante se secé al vacio y se obtuvieron 815 mg (3.8
mmol) de 1,10-fenantrolin-5,6-diona. (Rendimiento 70%).

Todo el producto anterior se puso a reaccionar con 560 mg (8.0 mmol) de NH,OH*HCI,
790 mg (4.0 mmol) de BaCOs;, en 60 mL de etanol. La mezcla de reaccion se calent6 a
reflujo durante 16 horas. Se evaporo6 el disolvente al vacio y el sélido resultante se disolvid
en 85 ml de HC1 0.2 M y se agit6 por 2 horas a temperatura ambiente, hasta la formacion de
un precipitado blanco. La suspension se filtré al vacio a través de vidrio poroso y el solido
se seco al vacio a 80 °C, durante 12 horas. Se obtuvieron 470 mg (2.0 mmol) de
1,10-fenantrolin-5,6-dionadioxima. (Rendimiento 50%).

Todo el producto anterior se mezcld en un matraz con 500 mg de Pd/C al 10 % y 150 ml de
etanol. La mezcla de reaccion se calento a reflujo, se agregd gota a gota una disolucion de
4.5 mL de NyH4 en 20 mL y el reflujo se mantuvo por 12 horas. La mezcla se filtré en
caliente a través de celita y el disolvente se evapord al vacio. El producto resultante se
purifico por cristalizacion en agua, obteniéndose cristales amarillos que se filtraron a través
de vidrio poroso y secaron al vacio por 24 horas. Se obtuvieron 300 mg (1.4 mmol,
rendimiento 72%).

"H RMN (DMSO-dy) &: 8.92 (dd, 2H,’J=7.2,°J=42, H2),7.86 (dd, 2 H,°J=6.3,°J =
3.6, H1), 7.22 (dd, 2 H, °’J = 7.2, °J = 6.3, H3). IR (cm™): 3369, 3314, 3253, 3186 (NH),
1647, 1601 (N=C, Ar), 1482, 1430, 1408 (Ar)
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HoN  NH,
3
2/ \
=N N=
phen(NHy),

Sintesis del acido 3,3- dicarboxibipiridinico (Bpy(CO;H),).
La sintesis se llevo a cabo como se describe en el procedimiento informado por G. F. Smith
y E. P. Richter."" En un matraz se mezclaron 2.0 g (11 mmol) de 1,10-fenantrolina, 890 mg
(22 mmol) de NaOH y 200 mL de agua, se agité durante 20 minutos y lentamente se
agregaron 3.5 g (22 mmol) de cristales de KMnOy4. La mezcla de reaccion se calento a
reflujo durante 12 horas. La disolucion se filtr6 en caliente con papel filtro y se concentro6 a
la mitad del volumen. Se adiciond 4cido acético gota a gota hasta obtener un pH = 5. Una
disolucion de 3.4 g de AgNOs en 5 mL de agua se adicion6 a la mezcla de reaccion y se
agitd durante 30 minutos. Se formo6 un precipitado blanco, el cual se filtr6 al vacio sobre
vidrio poroso. El sélido se suspendi6 en 125 mL de agua caliente y se burbujedé H,S
(producido con la reaccion de Na,S y HCI) hasta la formacion de Ag® negra. La mezcla de
reaccion se filtr6 en caliente con carbon activado. El filtrado se concentrd a un volumen de
5 mL y se enfrid hasta obtener cristales. Los cristales se filtraron al vacio y secaron al
vacio, se obtuvieron 1.3 g (5.3 mmol) del producto. (Rendimiento 48 %).
'H RMN (CD;0D) &: 8.60 (d, 1 H, °J=4.8, H1), 8.40 (d, 2 H, °J=7.9, H3), 7.51 (dd, 2 H,
’J=17.9,°J=4.8,H2). IR (cm™): 2886 (NH)", 1710 (CO).
12
O N/ A 3
HO —

bpy(CO2H),

Sintesis de [Ru(C¢Hg)Clz], (1).
Se realizo como se describe en la literatura.’ En un matraz se disolvieron 5.0 g de
RuCl;xH,0O en una mezcla etanol/agua (95:5) y se agregaron 25 mL de 1,4-ciclohexadieno.

La mezcla se calenté a 45 °C durante 6 horas. Se observo un precipitado rojo, el cual fue
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filtrado al vacio y lavado con etanol frio. Se obtuvieron 4.37 g del producto. (Rendimiento

de 70 %).
cl._ _Cl. %
Ru__ Ru_
% o i

(1)

Sintesis de hexafluorofosfato de tetrakis acetonitrilo 2-(2-piridinil-x/V)-fenil-x-C
rutenio [Ru(phpy)(CH3CN)4]|PF¢ (2).

Se prepar6 siguiendo el método informado.’ Una mezcla de 1.0 g (2 mmol) de 1, 160 mg (4
mmol) de NaOH, 600 mg (4 mmol) de KPF¢, 0.65 mL (4 mmol) de 2-fenilpiridina y 50 mL
de CH;3CN se calent6 a 45 °C, durante 16 horas. La mezcla de reaccion se filtrd en papel
filtro y a la disolucidn obtenida se le evaporo el disolvente a sequedad. El s6lido resultante
se lavd con éter etilico y el producto fue purificado por cromatografia en columna de
alimina, utilizando una mezcla CH,Cl,/CH3CN 85:15. Se eluy6 una fraccion amarilla. El
producto se cristalizd6 por difusion en CH,Cly/éter. Se obtuvieron 1.5 g (26 mmol).

(Rendimiento 66 %).
\ L L =CH4CN

)

Sintesis de hexafluorofosfato de tris acetonitrilo carbonil 2-(2-piridinil-x/V)-fenil-xC
rutenio [Ru(phpy)(CH3CN);(CO)]PF (3)

Una disolucion de 300 mg (0.5 mmol) de 2 en 20 mL de CH,Cl,, fue burbujeada por 30
minutos con CO a temperatura ambiente. El disolvente se evaporo al vacio y la mezcla de
reaccion se purifico mediante cromatografia en columna de alimina, utilizando CH,Cl, se
eluy6 una fraccidn incolora, el producto se cristalizé por difusion lenta de CH,Cly/éter. Se
obtuvieron 240 mg (0.4 mmol). (Rendimiento 82 %).

'H NMR (CD;CN) &: 8.80 (ddd, 1 H, %/ =5.7,%J= 1.6, *J= 0.8, H1), 8.00 (ddd, 1 H, *J =
7.3,°J=12,%=0.5, H6), 7.85 (ddd, 1 H,%J=8.0,°J=1.3,*J=0.5, H7), 7.77 (ddd, 1 H,
J=171,°J=15,"7=08,H4), 7.75 (ddd, | H,*J=7.7,°J=1.3,°J= 1.6, H3), 8.38 (ddd,
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1H,%=73,2=13,°J=13,H5),7.23 (ddd, | H,*J=17.8,%7=17.3,°J=1.2, H8), 7.08
(ddd, 1 H,%J=17.3,%0=5.7,°J=1.5H2), 2.61 (s, 3 H, H6), 2.12 (s, 6H). IR (cm™): 2291
(CN), 1989 (CO), 834 (PF). FAB": [M]" =407 m/z, [M-CO]" = 379 m/z, [M-CO-CH;CN]"
=338 m/z, [M-CO-2CH;CN]" =297 m/z y [M-CO-3CH3CN]" = 256 m/-.

10

9 L —‘PFe

8 L//,, \ ‘\\\CO

L = CH,CN

3)

Sintesis de hexafluorofosfato de cis-bis-acetonitrilo 1,10-fenantrolin-k/N-xN 2-(2-

piridinil-x/V)-fenil-x C rutenio cis-[Ru(phpy)(phen)(CH3;CN),|PF¢ (4).

Se obtuvo siguiendo el método informado en la literatura.” Una mezcla de 565 mg (1.0
mmol) de 2, 180 mg (1.0 mmol) de 1,10-fenantrolina y 30 mL de metanol se calenté a
reflujo durante 12 horas. El disolvente se evapord al vacio y el residuo fue purificado por
cromatografia en columna de alimina, con una mezcla de CH,Cl,/CH3CN 85:15. Se eluy6
una fraccion roja, el producto se cristalizé por difusion lenta de CH,Cly/éter. Se obtuvieron
500 mg. (Rendimiento 75 %).

'H NMR (CDsCN) &: 9.75 (dd, 1 H, >J = 5.0, °J = 1.4), 8.77 (dd, 1 H, *J =8.3,°J = 1.5),
8.34 (dd, 1 H,%J=1.5,°J=1.3),8.27-8.17 (m, 4 H,), 8.06 (d, 1 H,2J=8.8), 7.90 (t, 1 H, %J
=8.0),7.51 (td, 1 H,%J=17.3,°J=1.6), 7.43-7.36 (m, 3 H), 7.33 (td, | H,*J =7.4,°J=1.3),
714 (td, 1 H,*J=17.6,°J=1.3), 6.61 (td, | H,°J=5.7,°T=1.4), 2.32 (s, 3 H), 2.10 (s, 3H)

IR: (cm™): 2262 (CN), 825 (PFy).

L = CH,CN
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Sintesis de hexafluorofosfato de trans-bis-acetonitrilo 1,10-fenantrolin-x/N-x/N
2-(2-piridinil-k V)-fenil-xC rutenio #rans-|Ru(phpy)(phen)(CH3;CN),|PF¢ (5).

Se sintetizo como se informa en la literatura.”® Una disolucion de 300 mg (0.45 mmol) de 4
en 30 mL de una mezcla 95:5 de CH,CI-CH,CI/CH3;CN se calentd a reflujo durante 72
horas. El disolvente fue evaporado al vacio y el residuo se disolvid en una mezcla de
CH,Cl,/CH3CN 9:1 y se purificod por cromatografia en columna de alimina. Con la misma
mezcla de disolventes se eluyo una fraccion purpura, el disolvente se evapord a sequedad y
el producto se lavd con el éter y se seco al vacio. Se obtuvieron 180 mg (0.27 mmol).
(Rendimiento 60 %).

'H NMR (CD;CN) 8: 9.52 (dd, 1 H,*J=5.2,°J=12),8.77 (dd, 1 H,*J=5.1,°J = 1.5),
8.47 (dd, 1 H,°J=8.2,°J=1.3),8.14 (dd, 1 H,?J=8.2,°J=1.2), 8.00 (d, | H, *J =8.2),
7.93 (d, 1 H, % =8.2) 7.95-7.75 (m, 4 H,), 7.60 (d, 1 H, *J=7.8),7.30 (td, 1 H,*J=5.5,°J
=2.0),6.59 (td, 1 H,27=7.7,°7=1.3),6.38 (td, 1 H,J=7.4,°J= 1.4, H8), 5.93 (d, 1 H,
2J=17.5),2.20 (s, 3 H), 2.00 (s, 3H). IR(cm™): 2258 (CN), 826 (PFo).

L = CH,CN

(5)
Sintesis de hexafluorofosfato de (3,3’-dicarboxi)-2,2’-bipiridin-x NV-x/V 1,10-

fenantrolin-k N-x N 2-(2-piridinil-x/V)-fenil-x C rutenio
[Ru(phpy)(phen)(bpyCO,H)|PF; (8).

Se sintetizo basandonos en lo informado en la literatura.® A una mezcla de 40 mg (1.6
mmol) de bpy(CO,H),, 13 mg (3.2 mmol) de NaOH en 10 mL de una mezcla MeOH/H,0O
8:2, se adicionaron 100 mg (1.5 mmol) de 5 y se calentd a reflujo durante 12 horas. El
disolvente se evaporé al vacio y el residuo se disolvio en agua y se filtr6 a través de celita.
Se obtuvo una disolucioén purpura a la cual se le agregd gota a gota HPF¢ 0.2 M en agua,
hasta observar la formacion de un precipitado purpura. El sélido fué recolectado por
filtracion al vacio en un embudo Biichner a través de papel filtro, se lavo con agua y se secod

al vacio. Se obtuveron 75 mg (0.9 mmol) de producto. (Rendimiento 60 %).
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'H NMR (CD;OD) &: 8.38 (s, 1 H), 8.22 (d, 1 H,%2/=8.1), 8.12 (d, 1 H, 2J = 7.8),7.96-7.86
(m, 8 H), 7.75 (d, 1 H,%J = 7.8), 7.62 (t, 1 H, *J = 7.7) 7.49-7.36 (m, 3 H.), 6.94-6.85 (m,
3H), 6.65 (1, | H, 2/ =17.4), 6.45 (td, 1 H,%J=17.3), 5.95 (d, 1 H, 2T =17.3).

IR (cm™): 1728 (CO), 1613 (CO), 823 (PFs). (Anexo 1, RMN 'H, IR)

5.4.Referencias.

1. Fernandez, S.; Pfeffer, M.; Ritleng, V.; Sirlin, C. Organometallics 1999, 18, 2390.

2. Le Lagadec, R.; Alexandrova, L.; Estevez, H.; Pfeffer, M.; Laurinavicius, V.;
Razumiene, J.; Ryabov, A. D. J. Inorg. Chem., 2006, 2735.

3. Ryabov, A. D.; Le Lagadec, R.; Estevez, H.; Toscano, R. A.; Hernandez, S.;
Alexandrova, L.; Kurova, V. S.; Fischer, A.; Sirlin, C.; Pfeffer, M., Inorg. Chem. 2005,
44, 1626.

4. Ryabov, A. D.; Sukharev, V. S.; Alexandrova, L.; Le Lagadec, R.; Pfeffer, M. Inorg.
Chem. 2001, 40, 6529.

5. Bennett, A. M., Huang, T. N., Matheson, T. W., Smith, A. K., Inorg. Synt. 1982, 21,
74.

6. Le Lagadec, R.; Rubio, L.; Alexandrova, L.; Toscano, R. A.; Ivanova, E. V.; Meskys,
R.; Laurinavicius, V.; Pfeffer, M.; Ryabov, A. D. J. Organomet. Chem. 2004, 689,
4820.

7. Boff, B.; Ali, M.; Alexandrova, L.; Espinosa-Jalapa, N. A.; Saavedra-Diaz, R. O.; Le
Lagadec, R. Organometallics, 2013, 32, 5092.

8. Tu, Y-J.; Mazumder, S.; Endicott, J. F.; Turro, C.; Kodanko, J. J.; Schlegel, H. B.
Inorg. Chem. 2015, 54, 8003.

9. Ryabov, A. D.; Sukharev, V. S.; Alexandrova, L.; Le Lagadec, R.; Pfeffer, M. Inorg.
Chem. 2001, 30, 6529.

68



Complejos ciclometalados de rutenio

10. Bodige, S.; MacDonnell, F. M. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 8159

11. a) Smith, G. F.; Richter, F. P.; In Phenanthroline and Substituted Phenanthroline
Indicators, 1944, 20, The G. F. Smith Chemical, Columbus. b) Shan, B. Z.; Zhao, Q.;
Goswami, N.; Eichhorn, D. M.; Rillema D. P. Coord. Chem. Rev. 2011, 211, 117.

12. Fletcher, N. C.; Robinson, T. C.; Behrendt, A.; Jeffery, J. C.; Reeves, Z. R.; Ward, M.
D. J. Chem Soc. Dalton Trans. 1999, 2999.

69



Ligante TetraAmido Macrociclico (TAML) modificado

6. Ligante TetraAmido Macrociclico (TAML) modificado

En este capitulo se aborda el disefio de un ligante tetraamido macrociclico (TAML)
modificado, asi como las rutas sintéticas planteadas para prepararlo. La modificacion
sobre el ligante consiste en introducir un fragmento polipiridina en la parte externa de su
estructura, con objeto de que funcione como quelato bidentado y permita coordinar el
TAML a un metalociclo de rutenio por estas N-piridinas. Debido a que el TAML posee
una cavidad interna que puede alojar un metal de la primera serie de transicion; con el
nuevo ligante se podra formar un complejo bimetalico, donde un metal se encuentre
enlazado a la cavidad del TAML y el segundo metal este coordinado a los anillos

piridinicos.

6.1.TAML modificado con fenantrolina (phenTAML)
La primera propuesta para modificar el ligante se baso en sustituir el anillo aromdtico en

la cabeza del TAML por un fragmento de 1,10-fenantrolina.

b
C'il__eia W o
U NH HN
:NH HN
o)

/

o

TAML phenTAML

Figura 6.1. Primera propuesta de TAML modificado

En la estructura del phenTAML se observa la cavidad central rodeada de los 4 grupos
amida, en donde se puede introducir un metal. Este esqueleto es practicamente igual a
los TAML’s (ver figura 2.39) sintetizados previamente por el grupo del Dr. Collins.'
Por otra parte el fragmento de fenantrolina es un quelato bidentado de estructura plana
que tiene una alta capacidad donadora lo que resulta en un grupo idoneo para poder

coordinar el segundo metal.

Para preparar los TAML’s la ruta sintética mas directa llamada “amidon” consiste en
condensar 2 aminoacidos (por los grupos amino) con un diicido carboxilico. Esta
reaccion da como resultado la formacion de la cola del TAML. El nuevo compuesto
contiene 2 grupos amida y 2 acidos carboxilicos (que formaran la cavidad central del

ligante), sobre los cuales se lleva a cabo una doble condensacién usando una diamina
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que permite el cierre del macrociclo y la formacion de la cabeza del ligante.” Basados en
esta ruta, se propuso llevar a cabo una reaccion de doble condensacion entre la 5,6-
diaminfenantrolina phenNH; y el acido 2,2-((2,2-dimetilmalonil)bis(azanedil))bis(2-

metilpropanoico) 9.

Doble ] 2
5 HO\H><NH2 + @l __condensacion HMH%
, ° °
Acido Acido dimetil malénico i

aminoisobutirico

Doble
condensacion

phenTAML

Esquema 6.1. Ruta amidon para sintetizar el ligante phenTAMLa través del compuesto 9

La sintesis de la phenNH; fue descrita previamente en el capitulo 5.

El compuesto 9 se sintetiz6 a partir de 2 equivalentes del acido-2-aminoisobutirico y un
equivalente de cloruro de dimetil malonilo (derivado del 4cido dimetil malénico) como
se reporta en la literatura.”

Para llevar a cabo la doble condensacion entre el compuesto 9 y la phenNH; se hicieron
reacciones a diferentes tiempos y temperaturas de reaccion. La solubilidad de ambos
reactivos representd un grave problema, ya que son solubles unicamente en alcoholes,
DMF y DMSO, por lo que la reaccion fue probada en THF, CH,CIl-CH,Cl, DMF y
DMSO (disolventes aproticos). Para producir el cloruro de acilo de 9 in situ que es mas
reactivo, se adicionaron agentes halogenantes como PCl;, PCls y SOCI,; en combinacion
con bases como Et;N, DMAP y Na,COs para neutralizar el HCI producido durante la
reaccion, sin embargo, bajo estas condiciones solo se recuperaron cuantitativamente los

reactivos.
Bajo el mismo esquema, se propuso la condensacion de la phenNH; con la

oxazolidinona 10 que corresponde a la deshidratacion de compuesto 9, producto de la

condensacién intramolecular.’
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phenTAML

Esquema 6.2. Ruta amidon para sintetizar el ligante phenTAML mediante el compuesto 10.

En la sintesis de los TAML se han informado reacciones similares, sin embargo, las
oxazolinas se forman in situ. En nuestro caso fue posible aislar y caracterizar el
compuesto 10. En el espectro de RMN 'H se puede observar la desaparicion de la sefial
de los hidrogenos de la amida en 7.5 ppm y en el espectro de IR desaparece la banda en
3300 cm™ de la vibracién (VOH) de los 4cidos carboxilicos. El compuesto 10 es més
reactivo para la reaccion de condensacion, incluso se han obtenido mejores resultados
que a través de los cloruros de acilo.” Aislando la especie 10 se esperaba una reaccion
mas limpia debido a que no se adicionan otros reactivos y no deberian obtenerse
subproductos a diferencia de formarlo in situ donde se utilizan agentes halogenantes y
bases. Sin embargo, para nuestro caso el compuesto 10 no fue suficientemente reactivo
para llevar a cabo la reaccion, recuperando nuevamente los reactivos.
1 1 2

4 b H 2
HO,C N%(N CO,H Oﬁ><(o
' o (o}
KEYK ?/N !
2

®

65 &0 55 S0 45 40 315 0 25 W 15 T} 0s

Figura 6.2. RMN "H de los compuestos 9 (derecha) y 10 (izquierda) en CD;OD.

Se informa una segunda ruta sintética “diamina-diamida” para preparar los TAML’s, la

cual se basa en una serie de 5 pasos: el primero implica la proteccion del grupo amino
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de un aminodacido, lo que permite en segundo paso formar el cloruro de acilo (mas
reactivo) y en una tercera etapa llevar a cabo 2 reacciones de condensacion entre el
cloruro de acilo y una diamina, lo cual ensambla la cabeza del ligante. El cuarto paso
consiste en la desproteccion de los grupos amina para poder cerrar el macrociclo. El
ultimo paso consiste en unir la cola del ligante mediante una reacciéon de doble

., . . 4
condensacion sobre las aminas libres.

Como ultima alternativa para obtener el phenTAML nos basamos en la ruta diamina-
diamida para proponer la condensacion de la phenNH; con 2 equivalentes de cloruro de
2-ftalamidopropanoilo (12), que es el aminoacido protegido transformado en cloruro de

acilo (obtenido en el segundo paso).*

O
X _Dlhr185°C
+ O
(0]
Acido 2-amino Anhidrido 12)
isobutirico ftalico
Et;N AN
CH,CI-CH,Cl| Ny NH2
72 hrs N NH,
. =
reflujo phenNH,
(0]
O %
o
phenTAML a3)

Esquema 6.3. Ruta diamina-diamida para sintentizar el phenTAML

A través de esta ruta fue posible obtener el producto 13 correspondiente a la
condensacion entre la phenNH; y 12 dando como resultado la formacion de una amida.
Este producto fue caracterizado por RMN 'H y se determiné su estructura por difraccion
de rayos X. Sin embargo, no fue posible realizar la segunda condensacion, aiin con 2
equivalentes de 12 en la misma reaccion. Tampoco a partir del compuesto 13 aislado,
con otro equivalente de 12. Sumado a la dificultad para disolver la phenNH;, las
aminas son poco nucleofilicas debido a la conjugacion que existe con los anillos

piridinicos que ejercen un fuerte efecto electroatractor, por lo cual no pueden llevar a
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cabo la segunda condensacion al menos en las condiciones en que se realizaron los

experimentos.

Figura 6.3. Estructura del compuesto 13 obtenida por difraccién de rayos X, para mayor claridad

los hidrogenos han sido omitidos.

Parametro Compuesto 13 Parametro Compuesto 13
Formula empirica C;6H27N505 Rango 0 de coleccion de datos (°) 1.98 a25.35
Peso formula 489.53 Datos/restricciones/parametros 4587 /45 /365
Temperatura (K) 298 Reflexiones colectadas 27740
Longitud de onda A) 0.71073 Reflexiones independientes 4587 [R(int) = 0.0758]
Sistema cristalino Ortorrombico Correccion de absorcion Ninguna
Grupo espacial P 22,2, Método de refinamiento cuadrados minimos
Dimensiones de la celda a=11.8300 a=90 Rango de indices -l4<h<14
unitaria en (l-iy°) b=13.8561 B=90 -16<k<16
c=152679 y=90 -18</<18
Volumen (A% 2502.7 Calidad de ajuste en F* 0.814
z 4 indices finales R[I>2c ()] R1=0.0406, wR2 =
0.0719
Densidad (Mg/m®) 1.299 Indices R (todos los datos) R1=0.0853, wR2 =
0.0812
Coeficiente de absorcién 0.092 Miéximo-minimo de densidad 0.270 y -0.156
(mm™) Electrénica residual (eA?)
F(000) 1032

Tamaiio del cristal (mm) 0.20x 0.14x 0.13 Color amarillo / prisma

Tabla 6.1.Parametros cristalogrificos del compuesto 13

Atomos Distancia A Atomos Distancia A
N2-C5 1.360 N4-C12 1.476
N3-Cé 1.430 N4-C15 1.328

N3-C11 1.339

Tabla 6.2. Distancias de enlace N-C de la amina y las amidas del compuesto 13
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En la tabla 6.2 se puede observar que la distancia C-N de la amina es similar a la
distancia N-C con el carbonilo de las amidas, esto corrobora el efecto inductivo de los
anillos piridinicos que es similar al carbonilo y provoca que la distancia sea menor y el
par electronico de la amina este menos disponible, mientras que las distancias N-C de

los grupos sustituyentes de las amidas son mas largas.

6.2. TAML modificado en la cola con 2,2’-bipiridina bpyTAML
Debido a que no fue posible obtener el ligante phenTAML, se decidié plantear una
segunda opcion para modificar la estructura del TAML, en este caso integrando un

fragmento de 2,2’-bipiridina en la parte de la cola del ligante.

TAML bpyTAML

Figura 6.4. Segunda propuesta de ligante bpyTAML

En la estructura del bpyTAML podemos observar la cavidad central rodeada de los 4
grupos amida. Sin embargo, el macrociclo que se forma es de 16 miembros, mas grande
en comparacion con otros TAML’s de 13 miembros. Por su parte, la bipiridina es un
buen quelato coordinante, pero su fuerza de coordinacion disminuye en comparacion
con la fenantrolina. Ademds es importante notar que en el fragmento de bipiridina los
anillos no son necesariamente coplanares, debido a que pueden girar sobre el enlace que
une los 2 anillos y formar un angulo entre ellos, lo cual limita su funciéon como quelato

bidentado.

Analizando la sintesis del bpyTAML a través de la ruta amidon, observamos que desde
la primera reaccion se requiere la presencia del fragmento de bipiridina en forma de
bpyCO;H y durante el resto de la sintesis este fragmento continuaria presente. Debido a
la experiencia obtenida anteriormente trabajando con los compuestos phenNH; y
bpyCO;H donde nos encontramos con problemas y limitaciones; principalmente
causados por la baja solubilidad de estos compuestos y sus derivados. Al final se llego a

la conclusion de que la ruta amidon no representaba la mejor opcion para esta sintesis.
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Por otro lado, en la ruta diamina-diamida se ensambla todo el esqueleto del ligante en
los primeros 4 pasos y es hasta la tltima reaccion en donde interviene el fragmento de
bipiridina, por lo que esta ruta fue seleccionada como la mejor opcion para preparar el
bpyTAML.

Para sintetizar el bpyTAML mediante la ruta diamina-diamida se debieron preparar los
compuestos N,N'-(1,2-fenilen)bis(2-amino-2-metilpropanamida) (15) y bpyCO,H (ver

seccion 5.2.1) y llevar a cabo una doble condensacion entre estas especies.

O

/

%o o NH, W
1
) 12 ©NH2 NH  ap XN
HOLC —Z 5 ClOC _ = N
GP

NH,  2) socl,

Acido

aminoisobutirico a2 14) phen

N,H, Oxidacion

N $ < Doble
GP = o i: :NH NH, condensacion
NH  NH,

Grupo Protector

bpyTAML
Esquema 6.4. Ruta sintética propuesta para la formacion del bpyTAML

Con esta sintesis el efecto inductivo de las piridinas recae sobre los grupos carboxilicos,
que actian como electrofilos durante la reaccion de condensacion, por lo cual al
contrario de la propuesta anterior, el efecto de las piridinas puede beneficiar la reaccion

aumentado la electrofilicidad del carboxilo.

Para aumentar la reactividad de bpyCO,H hacia la reaccion de condensacion, el grupo
carboxilico fue transformado en su correspondiente cloruro de acilo (bpyCO,Cl)
haciéndolo reaccionar con SOCl,. En el espectro de IR se observa la pérdida de la banda

de los acidos carboxilicos y el desplazamiento de la banda del carbonilo a 1707 cm™.
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/ A\ 1) KMnO,
N NaOH(ac)
reflujo 4 hrs SOCI
N\ 2) ANOs T.A. 12 hrs
AcOH
— reflujo 1 hr
phen bpyCO,H bpyCO,Cl

Esquema 6.5. Sintesis del compuesto bpyCO,Cl
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Figura 6.5. Espectro de IR del compuesto bpyCO,Cl

La sintesis del compuesto 15 se llevd a cabo partiendo del acido-2-aminoisobutirico

siguiendo el procedimiento descrito en la literatura.*®

Q (0]
(0]
O>\ \/ 0\5 \ % SOCl, 0\5 \ %
E—— ]
HO NH, 185°C,90 min HO GP ?FIXS cl GP
Acdo an 12)
aminoisobutirico
NH, (@)
THEF, 50 °C 1/2©: N
NH, o
72 hrs Na,COs GP =
o] 0, Grupo Protector
NH  NH, N, NH  GP
-t
Reflujo EtOH
NH  NH, NH 6P
12 hrs a <
O (@)
as) a4)

Esquema 6.6. Sintesis del compuesto 15

La primera reaccion consiste en la proteccion del grupo amino utilizando el anhidrido
ftalico, formado el grupo protector (GP) ftalamida. La reaccion se lleva a cabo en
ausencia de disolvente a una temperatura de 185 °C (punto de fusion del compuesto 11).
Durante la purificacion del producto 11 es de suma importancia controlar el pH, puesto

que si el medio llega a un pH menor a 3, el producto se contamina con acido ftalico. El
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compuesto 11 fue caracterizado por RMN 'H, punto de fusién y espectroscopia

. . T . 5
infrarroja, coincidiendo con lo informado (anexo A7).

La segunda reaccion consistid en la formacion del cloruro de acilo del acido 11, con el
proposito de aumentar la electrofilicidad del carbonilo debido a que la siguiente
reaccion se trata de una condensacion. La formacion del cloruro de acilo 12 se llevo a
cabo disolviendo 11 en SOCIl, a temperatura ambiente (si la reacciéon se calienta

produce derivados del SOCI, que contaminan el producto, anexo A7).’

La tercera reaccion es una doble condensacion entre el cloruro de acilo 12 y la 1,2-
fenilendiamina para obtener el compuesto 14. En esta reacciéon se cambid la base
utilizada en la literatura® (Et;N) por Na,COs en exceso. Con esta modificacion el tiempo
de reaccion aument6 de 24 horas (en el procedimiento original) a 36 horas, sin embargo
el proceso de purificacion resulté mucho mas sencillo. Ademas, el rendimiento obtenido
aumentd de 75% (reportado anteriormente) a 82%. El producto se caracterizé6 por RMN
'H, espectroscopia infrarroja y punto de fusion obteniendo los mismos resultados

informados.*

La desproteccion de los grupos amina se llevo a cabo por tratamiento con hidracina
como agente reductor, a reflujo de disolucion etandlica como se informa en la

literatura.® En la sintesis del compuesto 15 se obtuvo un rendimiento global de 47 %.

Finalmente, la sintesis del ligante bpyTAML se llevd a cabo haciendo reaccionar los
compuestos 15 y bpyCO;Cl a 50 °C por 72 horas en THF. Durante la reaccion se
generan 4 moléculas de HCI por lo cual se adicionaron 4 equivalentes de Et;N para
neutralizarlas. La reaccion se debe trabajar en disolventes aproticos y anhidros debido al
cloruro de acilo. Por esta razon se utilizo THF a pesar de la baja solubilidad del
compuesto, lo cual influye en mayores tiempos de reaccion comparado a la sintesis de

otros TAML’s.

El ligante bpyTAML fue purificado a través de filtraciones y lavados con CH,Cl,,
CH;CN vy éter y fue caracterizado por espectroscopia de RMN 'H, donde se observan 5
sefiales en la zona aromatica, asignados a los 3 hidrogenos del fragmento de bipiridina y

2 del anillo aromatico en la cabeza del ligante. También se observa una sefial en la zona
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alifatica que se asigno a los metilos en 1.6 ppm. No se observan los hidrégenos de los
grupos amida, un efecto comin en hidrégenos unidos a heteroatomos, en donde puede
ocurrir un rapido intercambio de hidrogeno por deuterio en disolventes polares como

CD;0D y DMSO-ds.’
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Figura 6.6. Espectro de RMN 'H del ligante bpyTAML en CD;0D.

En el espectro de RMN °C se observan 2 sefiales de carbonilo en 172.0 y 171.1 ppm, 8
sefales asignadas a los carbonos aromaticos y 2 mas en 56.7 ppm y 23.8 ppm asignadas
a los carbonos alifaticos. Ademas se obtuvo el espectro de 2 dimensiones de correlacion

C-H (HETCOR) a través del cual se pudo hacer la asignacion de las sefiales (anexo AS).
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Figura 6.7. Espectro de RMN "*C de bpyTAML en CD;0D
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Cabe notar que en los espectros de RMN de 'H y "°C se observa una sefial para cada
pareja de nucleos por lo cual aparentemente se tiene una molécula simétrica, (esta parte

sera discutida a mayor profundidad en la seccion 7.4)

En espectrometria de masas ESI" se observa la sefial del ion molecular en 557 m/z
correspondiente a [M+THF]". El anélisis elemental obtenido corresponde a la estructura

propuesta para bpyTAML con 2 moléculas de agua.

lmﬁ:a +NS 1 6.2 min &2.72), 10083781025
ul

re

.
3
O +
NH  NH
* X
NH  NH,
(o)
mas
1
1020
. ss
o L. l sl l l l A a .ll
100 200 0 400 500 ) 700 am 800 1000 miz

Figura 6.8. Espectro de masas ESI" en MeOH del bpyTAML
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6.3. Parte experimental.

Sintesis de dacido ((2,2’-dimetilmalonil)bis(azanedil))bis(2-metilpropanoico) (9)

Esta sintesis se llevo a cabo siguiendo el procedimiento informado por S. W. Gordon-
Wylie y T. J. Collins.> En un matraz se disolvieron de 2.0 g (19 mmol) de 4cido
2-aminoisobutirico en 25 mL de piridina y se calent6 a 50 °C. Una disolucion de 1.8 mL
(10 mmol) de cloruro de dimetil malonilo en 10 mL de piridina, se adiciond gota a gota.
La mezcla de reaccion se agitd por 36 horas a 50 °C. Se observo la formacion de un
precipitado blanco. Se adicionaron 3 mL de agua que disolvi6 el precipitado y se agitod
24 horas mas a temperatura ambiente. Se evaporo el disolvente al vacio; se adicionaron
2 mL de agua y 2.5 mL de HCI concentrado al residuo aceitoso y se enfrié en un bafio
de hielo. Se observé la formacion de un precipitado blanco el cual se filtr6 al vacio y
seco a 80 °C al vacio durante 12 horas. Se obtuvieron 1.1 g (3.6 mmol) del producto.
(Rendimiento 38 %).

'H RMN (DMSO-dy) &: 12.33 (s, 2 H, H1), 7.50 (s, 2 H, H5), 1.37 (s, 12 H, H4),
1.27(s, 6H, H8). *C RMN (DMSO-dy) &: 175.64 (CO, C2), 172.28 (CO, C6), 55.30
(C3), 49.20 (C7), 24.64 (C4), 23.38 (C8). IR (cm™): 3313 (NH), 3064 (OH), 1717 (CO-
2), 1621 (CO-6).

O |f| 8 H O
N N
! s O O
(9)

Sintesis de 2,2°-(propan-2,2°-diil)-4,4’-(dimetiloxasol-5(4H)-ona) (10)

Una mezcla de 500 mg (1.6 mmol) de 9, 0.3 mL de cloruro de acetilo (3.2 mmol), 0.40
mL (3.2 mmol) de Ets;N y 10 mL de tolueno, fue calentada a reflujo por 12 horas. Se
evapor6 el disolvente al vacio y el producto se purificd por sublimacién al vacio a 100

°C. Se obtuvieron 270 mg de cristales sublimados. (Rendimiento de 62 %)).

'H RMN (DMSO-dy) &: 1.56 (s, 6 H, H6), 1.38 (s, 12 H, H3). °C RMN (DMSO-d;) &:
175.64 (CO, C2), 179.63 (CO, C1), 162.58 (C=N, C4), 64.77 (C2), 39.17 (C5), 23.37
(C3), 21.26 (C6). IR (cm™): 1818 (N=C), 1665 (CO).
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5
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(10)

Sintesis de acido 2-ftalamido propionico (11)

Se sintetiz6 utilizando el método descrito por C. S. Wood y I. Stirling.” Una mezcla de
1.2 g (11 mmol) de 4cido 2-aminoisobutirico y 2.4 g (16 mmol) de anhidrido ftalico fue
fundida a 190 °C y se agit6 durante 1 hora. La mezcla de reaccion se dejo enfriar al aire,
y el solido resultante se disolvio en 25 mL de una disolucion acuosa de NaHCO; 10%.
La disolucién se filtré con papel y se agreg6 lentamente HC1 0.5 M hasta llegar a un
pH = 3. Se observo la formacion de un precipitado, el cual se filtr6 al vacio con vidrio
poroso y se seco a 120 °C por 24 horas. Se obtuvieron 2.21g (9.5 mmol) de producto.
(Rendimiento de 82 %)

RMN 'H (DMSO-dy) &: 12.90 (s, 1 H, H1), 7.86 (s, 4 H, H7 y HS8), 1.73 (s, 6 H, H4)
*C RMN (DMSO-dj) 8: 173.89 (CO, C2), 167.96 (CO, C5), 134.65 (C8), 131.10 (C6),
122.92 (C7), 59.73 (C3), 24.23 (C4). IR (cm™): 3031 (OH), 1770, 1671 (CO), 1593
(CO).

4 0
(0] 3 2
N OH
1
7 ° O
8
(11)

Sintesis de cloruro de 2-ftalamidopropanoilo (12)

En un matraz de 2 bocas equipado con una salida a una trampa de NaOH (para
neutralizar el HCI desprendido) se disolvio 1.0 g (4.3 mmol) de 11 en 5 mL de SOClI,,
la mezcla de reaccion se agitd durante 2 horas a temperatura ambiente. El disolvente se
evaporo al vacio, el residuo se lavo 3 veces con 5 mL de dietileter anhidro y 5 mL de
hexano. El sélido blanco se filtré con vidrio poroso y se seco al vacio durante 24 horas.
Se obtuvieron 1.05 g de producto. (Rendimiento 97%). El producto debe ser
almacenado bajo atmosfera inerte.

IR (cm™): 1774 (CO), 1714 (COCI), al disolver el producto en disolvente deuterado
para hacer la RMN 'H, el producto reacciona y se forma nuevamente el &cido

carboxilico por lo que no se pudo obtener datos de RMN.
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(12)

Sintesis de N-(6-amin-1,10-fenantrolin-5-il)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-2-
metilpropanamida (13)

Una mezcla de 70 mg (0.33 mmol) de phen(NH3),, 165 mg (0.66 mmol) de 12, 0.1 mL
(0.7 mmol) de Et;N y 20 mL de 1,2-dicloroetano se calent6 a reflujo durante 48 horas.
Se obtuvo un solido amarillo, el cual se filtr6 al vacio con vidrio poroso y se lavo con
THEF. El precipitado fue suspendido en 5 ml de una disolucién acuosa de NaOH a pH =
12, se agit6 por 5 minutos y se filtré al vacio. El sélido obtenido se lavo con éter y se
sec6O a 80 °C durante 24 horas. Se obtuvieron 100 mg (0.23 mmol) del producto.
(Rendimiento de 70%).

'H RMN (DMSO-dy) &: 9.79 (s, 1 H, NH), 9.05 (d, 1H), 8.73 (d, 2 H), 8.03 (d, 1H),
8.01 (d, 4H), 7.88 (d, 1H), 7.77 (d, 1H), 5.87 (s, 2H, NH,), 1.95 (s, 6H, CH3). IR (cm™):
3340 vNHCO, 3201, vNH, 1713 vCO, 1641 vCO.

(13)

Sintesis de N,N'-(1,2-fenilen)bis(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-2-metilpropanamida)
(14)

La reaccion se llevo a cabo modificando el método reportado por C. P. Horwitz y A.
Gosh.* Una mezcla de 2.0 g (8.0 mmol) de 12, 436 mg (4.0 mmol) de o-fenilendiamina
(la cual fue previamente purificada por sublimacion al vacio a 90 °C), 2.0 g (20.0
mmol) de Na,COs y 100 mL de THF seco, se calentdé a 50 °C durante 48 horas. Se
evapord el disolvente al vacio, el residuo se suspendié en 40 mL de agua desionizada y
la mezcla se agitd por 3 horas. Se filtr6 al vacio y el solido obtenido se lavd con agua
caliente y con 20 mL de éter etilico y se secd a 80 °C durante 48 horas. Se obtuvieron

1.88 g (3.5 mmol) del producto. (Rendimiento de 82 %).
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'H RMN (DMSO-d) 8: 9.44 (s, 2 H, H4), 7.84 (dd, 4 H,°J = 5.2, °J=3.1, H10), 7.76
(dd, 4H,°J=5.2,°J=3.1, H11), 7.50 (dd, 2H, °J = 5.7, °J = 3.6 , H2), 7.16 (dd, 2H, °J
=5.7,°J=3.6, H1), 1.73 (s, 6 H, H7) °C RMN (DMSO-d,) &: 171.99 (CO, C5),
168.27 (CO, C8), 134.43 (C9), 131.63 (C11), 130.45 (C3), 125.07 (C2), 124.71 (C1),
122.83 (C10), 61.02 (C6), 24.31(C7). IR (cm™): 3340 (NHCO), 3247(NH), 1695 (CO),

1662 (CO).
0 ! o)
7 2
1" >—NH HN
* oo * O O

(14)

Sintesis de N,N'-(1,2-fenilen)bis(2-amino-2-metilpropanamida) (15)

Una suspension de 1.0 g (1.8 mmol) del producto 14, en 30 mL de etanol se calentd a
reflujo, y se adiciond gota a gota 3 mL de una disolucion etanolica de hidrato de
hidracina 25 %. La mezcla de reaccion se mantuvo en reflujo por 12 horas y se evaporo
el disolvente al vacio. El residuo se suspendié en 60 mL de una disolucion acuosa 2 M
de HCl y se agité durante 2 horas a 85 °C. La disolucion se filtr6 en caliente a través de
papel filtro y se enfrié en un bafo de hielo. Lentamente, se agregd una disolucion de
NaOH concentrada hasta llegar a pH 12. El producto se extrajo 3 veces con 45 mL de
CH)Cl,, los extractos de color amarillo se secaron con Na,SO4 y se evaporo el
disolvente al vacio. El solido resultante se lavo con 10 mL de éter etilico y se seco al
vacio a 80 °C durante 12 horas. Se obtuvieron 360 mg (1.3 mmol) de producto.
(Rendimiento de 70 %).

'H RMN (CD;O0D) &: 7.63 (dd, 2 H, °J = 6.0, °J = 3.6, H2), 7.25 (dd, 2 H, °J = 6.0, °J =
3.6, H1), 1.45 (s, 12 H, H6) °C RMN (DMSO-ds) &: 173.89 (CO, C4), 134.65 (C3),
131.10 (C2), 122.92 (C1), 59.73 (C5), 24.23 (C6). IR (cm™): 3387, 3358 (NHCO),
3238, 3187 (NH2), 1657 (CO).

1
6 2
HN—Y 3 NH,
Y NH HN
o o}

(15)
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Sintesis de hidrocloruro de [2,2’-bipiridin]-3,3’-dicarbonildicloruro (bpyCO,Cl)

En un matraz de 2 bocas equipado con una salida a una trampa de NaOH (para
neutralizar el HCI desprendido) se suspendi6 1.0 g (3.6 mmol) de bpyCO,H en 5 mL de
SOCI, y la mezcla de reaccion se agitdé durante 12 horas. El disolvente se evaporo al
vacio, el residuo se lavo 3 veces con 5 mL de éter anhidro y 5 mL de hexano. El sélido
amarillo se filtr6 con vidrio poroso y se sec6 al vacio durante 24 horas. Se obtuvieron
500 mg (1.6 mmol) de producto. Rendimiento de 95%. El producto debe ser
almacenado bajo atmosfera inerte.

'H RMN (DMSO-dq) &: 8.85 (dd, 2 H, %/ =5.0,°J= 1.5, H1), 8.54 (dd, 2 H,%J =7.9,°J
= 1.5, H3), 7.78 (dd, 2 H,*J = 7.9, *J= 5.0, H2). IR (cm™) 2580, 2445 (NH'CI"), 1726
(COCI).

/
oN Vs
cl =
Cl
7 ™ d  e2HC

bpyCO,CI

Sintesis de bpyTAML."’

Una mezcla de 1.0 g (3.6 mmol) de 15, 1.27 g (3.6 mmol) de bpyCO,Cl y 2 mL (14.4
mmol) de Et;N en 20 mL de THF se calent6 a 50 °C y se agité durante 72 horas. El
disolvente se evaporo al vacio. El residuo fue suspendido en 10 ml de acetona y filtrado
al vacio sobre vidrio poroso y lavado con 10 ml de 2-propanol. El s6lido obtenido se
suspendid en una mezcla 9:2 de acetona-agua y se filtr6 al vacio. Finalmente, el
precipitado fue lavado con éter etilico y secado a 80 °C al vacio por 24 horas. Se
obtuvieron 1.13 g (2.3 mmol) de producto. (Rendimiento 64 %).

'H RMN (CD;OD) &: 8.55 (d, 2 H, ’J = 4.8, H1), 8.21 (d, 2 H, ’J = 7.8, H3), 7.52 (dd, 2
H,2/=6.1,7=3.5,H11), 7.45 (dd, 2 H,%J = 7.8, %) = 4.9, H2), 7.30 (dd, 2 H, *J = 6.1,
J=3.5,H12), 1.64 (5,12 H, H8). °C RMN (CD;0D) &: 172.01 (CO, C9), 171.18 (CO,
C6), 157.60 (CS), 148.45 (C1), 137.54 (C3), 132.38 (C10), 130.42 (C4), 126.33 (C12),
125.76 (C11), 122.70 (C2), 56.77(C7), 23.81 (C8). IR (cm™): 3195 (NH), 1666 (CO),
1623 (CO). UV-Vis (MeOH): Amax = 242 nm, & =13500 M'em™. ESI-MS (modo
positivo): m/z 558 [M + THF]+. Anal. elem. Calculado para CysH6NeO4:2.5H,0 (%): C,
58.75; H, 5.88; N, 15.81. Encontrado: C, 59.03; H, 5.53; N, 15.71.
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bpyTAML
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7. Metalacion del bpyTAML y reacciones para ensamblar el ligante al

complejo de rutenio

En este capitulo se exponen las reacciones de metalacion sobre el ligante bpyTAML
anteriormente sintetizado, es decir, las reacciones llevadas a cabo para enlazar metales de
transicion (Fe, Co, Ni y Cu) en la cavidad central del ligante, asi como las reacciones para
coordinar la bipiridina presente en el bpyTAML a rutenio para obtener el complejo

bimetalico propuesto.

7.1.Metalacion del bpyTAML

La metalacion de los TAML’s consiste en desprotonar los 4 grupos amida del ligante
utilizando bases fuertes, inmediatamente después introducir el metal en forma de sal
divalente, generalmente como cloruro (excepto en el caso de cobre). Para llevar a cabo este
procedimiento se requieren condiciones anhidras y disolventes apréticos, usualmente se

utiliza THF.!

7.1.1. Metalacion con hierro

El hierro fue el primer metal que utilizamos para la metalacion del bpyTAML. La reaccidén
se llevd a cabo basandonos en el procedimiento establecido anteriormente para la
metalacion de otros TAML’s.> Este método consiste en suspender el ligante en THF y
adicionar 4 equivalentes de n-BuLi para desprotonar las amidas. Durante la reaccion se
pudo observar que el ligante (insoluble en THF) se va disolviendo lentamente conforme se
adiciona el n-BuLi. Esto debido a la formacion de la especie desprotonada en el medio de
reaccion, la cual confiere una tonalidad amarilla a la disolucion. Una vez disuelto el ligante,
se agrego FeCl, y se observo la precipitacion de un so6lido verde, el cual se presume como
el complejo de Fe' basados en la literatura, donde se informa que durante la metalacion de
los TAML’s en primer lugar se forma un precipitado verde sensible al aire correspondiente
a especies Fe'-TAML. Este solido al estar en contacto con aire, inmediatamente cambi6 de
color de verde a rojo coincidiendo con la literatura, donde se informa sobre la oxidacion del

Fe"-TAML con el oxigeno del aire produciendo el Fe"-TAML de color rojo.’
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Lif 0.5 Voo
Cl

N N
4 n-Buli 1) FeCl, @[ N Fle/
THF, 0°C 2) Aire / N\
20 min N N N
O
o i
bpyTAML Producto inestable

Esquema 7.1. Metalacion de bpyTAML con FeCl,

El producto formado fue insoluble en hexano, acetona, CH,Cl, y CH3CN, y poco soluble en
MeOH, agua y DMSO, por lo que se intentd purificar a través de lavados y filtraciones con
MeOH vy agua. Al recuperar el disolvente de los lavados hechos con MeOH y agua y
evaporarlo al vacio, se obtuvo un residuo donde fue posible caracterizar los compuestos
BpyCO,H y 15, por lo cual se observa que durante la purificacion el ligante sufrié una
hidrolisis. Por otro lado, se recuperd el precipitado de los lavados como una pequefia
cantidad de un sélido rojo que no fue posible caracterizar. Se cree que se trata de 6xidos de

hierro producto de la descomposicion del complejo.
L % O>\ \ /
H,0/McOH NH  NH
— CL, .-
0, NH  NH
H 5 Hidrolisis >7<
o o

Producto de metalacién
de bpyTAML con FeCl,

Esquema 7.2. Hidroélisis del FeTAML

El precursor de hierro utilizado fue sustituido por FeCls, Fe(acac); y por el complejo
[Fe(CH3CN)g](PFs),. Con los 2 primeros se busco evitar el paso de la oxidacion producida
por el oxigeno, puesto que ya tiene el estado de oxidacion esperado. En el tercer caso, se
esperaba que al aumentar la solubilidad del precursor de Fe, se acelerara la reaccion
disminuyendo la descomposicion del producto. Sin embargo, en cada caso como producto

final se obtuvieron los productos de hidrdlisis.

En general los M-TAML’s son complejos monoanionicos, por lo tanto el compuesto
obtenido de la metalacion tiene como catién Li". Se ha informado que estos complejos
Li[M-TAML] presentan diversas complicaciones tanto para su purificacion como su

. ., oy o1 4 p
caracterizacion, por lo que resulta muy dificil aislarlos.” En la mayoria de los casos, las
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especies LiiM-TAML] no se purifican, sino que se lleva a cabo una reaccion de metatesis
para cambiar el catién litio por cationes fosfonio o amonio y obtener complejos tipo
PR4M-TAML] 6 NR4y[M-TAML], que son solubles en disolventes de menor polaridad
como CH,Cl, y CH;5CN vy facilitan su posterior purificacion.

En nuestro caso se llevaron a cabo varios intentos de metatesis, una vez realizada la
metalacion y oxidacion del complejo con O,. El so6lido resultante se disolvié en EtOH y se
agregd exceso de Et;N'X', (X = Cl, Br y F). Con ello se esperaba utilizar como fuerza
motriz de la reaccion la formacion de las sales LiX. En particular en el caso del fluor donde
se formaria la especie insoluble LiF.” Sin embargo, en ningin caso se obtuvo la metatesis.
Para evitar entonces la formacion de la especie Li[M-bpyTAML] se llevd a cabo la
metalacion en presencia de [EtsN]F anhidro, para formar el LiF durante la desprotonacion
del ligante y evitar la interaccion del cation Li" con el complejo, pero no se encontrd
evidencia de la formacion del complejo EtsN[Fe-TAML]. Por ultimo, se intent6 la
metatesis mediante una columna de intercambio ionico, siguiendo el procedimiento
informado en la literatura,® pero una vez mas se obtuvieron productos de la descomposicién
del complejo. A través de estos resultados concluimos que el cation de litio en nuestro
complejo estd interactuando fuertemente con el ligante debido a los nitrégenos del
fragmento de bipiridina que lo diferencia de otros TAML’s. El complejo con hierro fue
imposible de aislar debido a la inestabilidad que presenta por la estructura (con un anillo de
9 miembros en la cavidad), combinado con la alta afinidad del Fe hacia el oxigeno que

produce la rapida descomposicion del complejo.

O,

[¢)
bpyTAML

[Fe(CH3CN)g](PFy),
4 n-BuLi, 4 Et,NF,
THF, 0°C, 20 min.

L[ 9

N Columna L\

> < Dowex C[N\Fl/
intercambio / \
N cationico N N
O
@) /

Esquema 7.3. Reacciones de metatesis.
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7.1.2. Metalacion con cobre

A partir de las observaciones hechas en la metalacion con hierro, se decidié cambiar de
metal a cobre para probar la metalacion del ligante. En la literatura se indica que la
metalacion con cobre procede de manera diferente a otros metales. El cobre se coordina en
el la cavidad del ligante a los nitrogenos N-amida y en presencia de una base (de menor pKy
que el n-BuLi como esponja de proton), se promueve la desprotonacion de los grupos
amida formando el complejo.”™

La metalacion con cobre se intentd inicialmente bajo el procedimiento descrito en la
literatura utilizando esponja de proton disuelto en acetonitrilo anhidro. Al adicionar
Cu(OAc); se observo un cambio de coloracion y la formacion de un precipitado color azul.
El precipitado fue lavado con EtOH, el disolvente de los lavados fue evaporado al vacio y
se recuperd un so6lido blanco que fue el compuesto 15 producto de la hidrolisis del
bpyTAML, por lo que se presume que el precipitado azul corresponde a un complejo de
coordinacion de cobre con el fragmento de bipiridina proveniente de la descomposicion del
ligante.

Después se utilizo el mismo procedimiento descrito para la metalacion con hierro, usando
n-BuLi para desprotonar y adicionando [Cu(CH3CN)4](PF¢),. Durante la adicion del cobre
se observé un cambio de color de azul palido (precursor) a violeta. Después de la
purificacion se obtuvo un so6lido violeta, resultando ser un complejo de cobre cuyo ligante

correspondid al compuesto 15 (ver seccion 7.2.1).

Cu(OAc),

CH,CN NH - NH, Compuestos de
- +  coordinacion
>N N< NH NH, de Cu

4 n-BuLi NP
bpyTAML W @[ /CU\
20 min N NH
I
Cu-15

Esquema 7.4. Reacciones de metalacion de bpyTAML con cobre
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7.1.3. Metalacion con cobalto.

La metalacion del bpyTAML fue puesta a prueba entonces con cobalto utilizando el mismo
método con n-BuLi y posteriormente agregando el complejo [Co(CH3CN)g](PF¢),. Durante
la adicién del precursor de cobalto (color naranja) se observo un cambio rapido de color y
la formacion de un precipitado color café. Al intentar purificar el producto mediante
columnas cromatograficas (alimina neutra, silica, silica C18) se produjo la descomposicion
del producto por una fuerte interaccion entre el compuesto y las columnas cromatograficas,
por lo que su purificacion fue llevada a cabo a través de lavados con THF y CH3CN y
finalmente fue disuelto en metanol y filtrado. El compuesto obtenido fue soluble en

disolventes polares como metanol, agua, DMF y DMSO.

En el espectro de RMN 'H se observan 5 sefiales en la zona de los aromaticos 3 de ellas
8.3, 8.0 y 7.3 ppm se asignaron a los hidrogenos del fragmento de bipiridina y las otras 2
sefales 8.6 y 6.8 ppm a los hidrogenos del anillo aromaético en la cabeza del bpyTAML.
Estas sefiales presentan una gran diferencia en el desplazamiento quimico con respecto al
ligante libre (7.3 y 7.5 ppm) debido a la influencia del metal enlazado a las amidas.
También se observa una sefial de alifaticos asignada a los grupos metilo, y se encuentra

ligeramente desplazada (1.4 ppm) con respecto al ligante libre(1.6 ppm).

En el espectro de RMN "°C se observan 2 sefiales con deplazamiento quimico en 179.98 y
173.38 ppm correspondiente a los carbonos carbonilicos de los grupos amida. Existen 8
sefales entre 120 y 160 ppm asignadas a los carbonos aromaticos del ligante (5 de ellas del
fragmento de bipiridina y 3 mas del anillo aromatico situado en la cabeza del ligante). Se
observan 2 sefiales de alifaticos, una pequefia en 56.91 ppm del carbono cuaternario y una
de mayor intensidad en 27.95 ppm debida a los carbonos terciarios de los grupos metilo.
Fue posible asignar lar las sefiales a través de los espectros DEPT y HETCOR de
correlacion C-H (anexo A9). Por espectrometria de masas ESI™ se observa el ion molecular
en 577 m/z correspondiente a [M+2H,0]" y en donde el patron isotdpico corresponde a un
complejo con cobalto. Se obtuvo el andlisis elemental que corresponde a la estructura

propuesta con la adicion de 4 moléculas de agua.’
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Li
1) 4 n-BuLi |7 W
THF, 0°C
20 min 3
2) [Co(CH3CN)g]BF 4 \
3) Aire
bpyTAML Co-bpyTAML

Reaccion 7.1. Sintesis de Co-bpyTAML
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Figura 7.1. Espectro de masas ESI" del complejo Co-bpyTAML.
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Figura 7.2. Espectro de RMN "H en CD;0D del complejo Co-bpyTAML
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En el espectro de resonancia paramagnética electronica (EPR) no se observo seial alguna
para el complejo Li[Co-bpyTAML], por tanto se piensa que se trata de una especie
diamagnética. Debido a que el cobalto es un metal que se encuentra en la familia 9, y con la
condicion de ser una especie diamagnética, la estructura que se propone y que cumple con
estas caracteristicas es un complejo octaédrico (con 2 moléculas de agua en las posiciones

axiales) de bajo espin y donde el metal se encuentra como Co™.

L[

Figura 7.3. Estructura propuesta para el complejo Co-bpyTAML.

Al igual que con el hierro, se realizaron diversos intentos para llevar a cabo la metatesis con
objeto de cambiar el cation del complejo e incrementar su solubilidad, pero por ninguna via

se obtuvo evidencia del intercambio catidnico.

7.1.4. Metalacion con niquel

Finalmente se llevo a cabo la metalacion con niquel utilizando el mismo procedimiento que
con Fe y Co. Después de desprotonar el ligante con n-Buli y adicionar a la mezcla de
reaccion el precursor [Ni(CH3CN)g](PFg), (de color azul) se observd un cambio de
coloracion y la formacién de un precipitado amarillo (el producto presentd las mismas
dificultades para la purificacion y el intercambio de cation encontradas en el caso del
cobalto). El complejo fue caracterizado por RMN 'H, en su espectro se observan las 5
sefales de hidrogenos aromaticos, entre las cuales 2 de ellas en 7.60 y 7.20 ppm, se asignan
a los hidrégenos del anillo aromatico de la cabeza del ligante y cuyo desplazamiento
quimico permanece casi igual con respecto al ligante libre (similar al caso del cobalto). Las
otras 3 sefales 8.42, 8.11 y 7.32 ppm corresponden al fragmento de bipiridina en la cola del
ligante y se observa un ligero desplazamiento de las mismas con respecto al ligante libre
(no tan evidente como en el caso del cobalto). En espectrometria de masas ESI™ se observo
el i6n molecular en 577 m/z correspondiente a [M+2H,0]  y su patrén isotopico indica que

existe niquel en el complejo (éste diferencia a los espectros de masas del Li[Co-bpyTAML]

93



Metalacion del bpyTAML y reacciones para ensamblar el ligante al complejo de rutenio

y Li[Ni-bpyTAML] cuyo ion molecular se encuentra casi en el mismo valor), y el analisis
elemental correspondié a la estructura propuesta para el complejo de niquel calculado

considerando 2 moléculas de agua.
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Figura 7.5. Espectro de RMN '"H en CD;0D del complejo Ni-bpyTAML
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En el espectro de EPR no se observan sefiales por lo que se cree que se trata de una especie
diamagnética. Para que esta condicion se cumpla, se propone un complejo tetracoordinado
de bajo spin con una estructura plana de cuadrado y donde el metal debe encontrarse como
Ni'. Este es un resultado inesperado ya que los Ni-TAML sintetizados anteriormente son
especies de Ni'.'”

El hecho que el metal no se oxido, quiere decir que la densidad electronica que el niquel
recibe por parte del ligante bpyTAML es menor comparada con otros TAML’s. Este

comportamiento puede explicarse debido al efecto electroatractor de los anillos de piridina

que retiran densidad electronica de la cavidad central donde se enlaza el metal.

(Li)2 ’/

Figura 7.6. Estructura propuesta para el complejo Ni-bpyTAML

7.2. Descomposicion de M-bpyTAML vy sintesis de complejos M-15

Durante la manipulacion de los complejos Li[Co™-bpyTAML] y Li,[Ni"-bpyTAML] fue
posible observar la descomposicion de los mismos. Especificamente, al tratar de
purificarlos mediante columnas cromatograficas se recuperaron en pequeias cantidades
productos que corresponden a la hidrélisis de los M-bpyTAML. Por un lado se recuperd y
caracteriz6 el fragmento Bpy(CO,H), y por otro lado se encontraron complejos metalados

con el ligante 15 similar a lo ocurrido en la metalacién del bpyTAML con cobre.

Para comprobar la estructura de estos fragmentos se llevdo a cabo la metalacion del
compuesto 15, disolviendolo en THF y usando solo 2 equivalentes de n-BulLi para
desprotonar las 2 amidas. Posteriormente, se adicion6 el respectivo complejo

[M(CH3CN)y](BF4)s.

O, O,
> S< 1) 2 n-BuLi H
Rendimiento:

NH NH ° . N NH
2 THF, 0°C,20 min \M/ 2 Cu-15=65 %
o /N Co-15=70%
NH NH, 2) [M(CH;CN),](BF,), N ONH,

Ni-15 =85 %
T.A. 3 hrs
o M=CoyNi,x=6 o
(15) M=Cu,x=4 (M-15)

Reaccion 7.2. Metalacion del compuesto 15.
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En caso de Fe no fue posible caracterizar ningiin complejo debido a que el producto se

descompuso rapidamente durante la purificacion.

7.2.1. Complejo Cu-15

Cuando se adicioné el precursor de cobre (azul) a la mezcla de reaccion se observo la
formacion de un precipitado marrén. Este producto fue purificado mediante cromatografia
en columna de silica eluida con metanol. El complejo Cu-15 es una especie paramagnética
de Cu" ya que en RMN no se observan sefiales definidas, y en EPR se obtuvo un espectro
anisotropico con A || =21.93 mT correspondiente a un complejo de Cu®" con geometria
plana.'' Mediante una simulacion se pudo obtener un valor para el shfcc = 1.45 mT. En el
espectro de masas se detectd el ion molecular [Cu-15]" en 339 m/z donde el patron
isotopico indica la presencia de cobre (anexo A10), y el analisis elemental concuerda con la
estructura propuesta para el complejo y se obtuvieron cristales apropiados para la difraccion

de rayos X de monocristal.

02

c13
c12

c14

Figura 7.7. Estructura del complejo Cu-15 obtenida a través de difraccion de rayos X de monocristal,

para mayor claridad se han omitido los hidrégenos de la molécula

7.2.2. Complejo Co-15

Bajo el mismo esquema se llevod a cabo la metalacion de 15 con cobalto. Una vez que se
adiciono el precursor de cobalto en la reaccion se observé la formacion de un precipitado
naranja. Durante la purificacion, este precipitado fue disuelto en metanol e inmediatamente

se observd un cambio de color a verde. El producto se purifico por cromatografia en
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columna y se cristalizé por evaporacién lenta de metanol. En el espectro de RMN 'H se
observan las senales en 8.72 ppm y 6.91 ppm asignadas al anillo aromatico. Debido a la
influencia electronica del metal estas sefiales aparecen a desplazamientos quimicos muy
diferentes, comparado con el ligante libre. También se tiene una sefial alifatica que se
asign6 a los metilos en 1.44 ppm (anexo All). En espectrometria de masas se observa el
ion molecular [Co-15]" a 333 m/z que cuenta con el patron isotopico esperado por la
presencia de cobalto (anexoA 12). El andlisis elemental corresponde a la estructura
propuesta para el complejo con la adicion de 5 moléculas de agua. Esto concuerda con el
resultado obtenido por difraccion de rayos X en donde se observa que el metal tiene una
molécula de agua coordinada y un hidroxilo en las posiciones axiales. También se observa

que el complejo cristaliza con 3 moléculas de agua.

H2b

Figura 7.8. Estructura del complejo Co-15 obtenida a través de difraccion de rayos X de monocristal,

para mayor claridad se omitieron los hidrogenos de l1a molécula, con excepcion de los ligantes axiales.

El complejo Co-15 es neutro y tiene una estructura octaédrica. En el espectro de EPR no se

111
, esto

observo sefial alguna por lo que se plantea como una especie diamagnética de Co
coincide con la estructura obtenida en la cual el metal esta enlazado covalentemente a las 2
amidas y el hidroxilo, confieriendo el estado de oxidacidon 3+. La oxidacion del metal y la
formacion del enlace Co-OH ocurren al disolver el complejo en metanol, se propone que el
primer complejo de color naranja es de Co" y altamente reductor, que al entrar en contacto
con las moléculas de agua disueltas en el MeOH, se produce la oxidacién del metal y la

hidrolisis del agua formando el enlace M-OH, formando H,.
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Recientemente el Dr. Gosh informo la sintesis de complejos muy similares de cobalto (con
el mismo ligante), en su caso partiendo de sales CoX», en estos, el centro metalico conserva

111

los ligantes X del precursor y el metal se oxida a Co ™ obteniendo especies anionicas, estos

complejos han sido usados exitosamente como catalizadores en la adicion de CO; a

O, O,
w 1) THF, 0° C, 20 min W
©:NH NH, 2 n-BuLi ©:N\)|<4INH2
> Co
2) CoX, N X “NH,

NH  NH,
(6] ' X =Cl, Br o l

Reaccion 7.3. Sintesis de complejos similares a Co-15 informados.

epoxidos. 2

El complejo Co-15 se disolvid en metanol y se adicionaron 2 equivalentes de DMAP,
inmediatamente se observo un cambio de color de la disolucién de verde a café. El
producto se caracterizo6 por RMN 'H, en su espectro se observa que solamente una
molécula de DMAP se coordind en posicion axial, ya que se hay 3 sefiales alifaticas de los
grupos metilo de la molécula; una en 5.5 ppm asignada a los metilos de la DMAP
coordinada y las otras 2 sefiales en 1.3 y 0.7 ppm asignadas los metilos de la estructura

principal del ligante que ahora son diasterotopicos por la incorporacion del ligante en una

cara del complejo. ~ Ny

N\
O 2 S /
).—\ "
LT ¢ < o ——
||I6
/
N;._k 2 MeOH "o / —NH,
\
0 HO 30 min 1 '}_/QNH
|
P HO ‘

2

(0]
H,O
5
6
7
MeOH
eter
3
1 3 4 i | eter ‘
i | P ‘ y ‘ ||
I f it M q i\ ‘
L S /| N ,‘ \ JUANL U AN

Figura 7.9. Reaccién entre Co-15y DMAP y RMN 'H del producto obtenido
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7.2.3. Complejo Ni-15

La metalacion de 15 con niquel se llevd a cabo bajo las mismas condiciones anteriormente

descritas. Después de adicionar el precursor de niquel de color azul, se obtuvo un sélido

amarillo que fue caracterizado por RMN 'H donde se observan 2 sefiales para los

hidrégenos del anillo aromatico en 8.01 y 6.63 ppm y una sefial de los 4 metilos alifaticos

en 1.32 ppm. En espectrometria de masas se observa el ion molecular en 334 m/z (anexo

A13) y el andlisis elemental corresponde con la estructura propuesta con la adicion de una

molécula de agua. Ademas fue posible obtener cristales apropiados para la difraccion de

rayos X.

Figura 7.10. Estructura del complejo Ni-15 obtenida a través de difraccién de rayos X de monocristal,

se han omitido los hidrégenos de la molécula para mayor claridad.

En la estructura se puede observar que se trata de un complejo tetracoordinado con

geometria cuadrado plano, es neutro y el metal se encuentra como Ni'.

Distancia (&)
M-Namida1
M-Namida2
M-Namina3
M-Namina4

M-OH
M-Osgua

Cu-15

1.914
1.913
1.981
2.001

Co-15

1.873
1.871
1.990
1.963
1.883
1.957

Ni-15
1.824
1.825
1.913
1.914

Angulo (0)
N1-M-N2
N3-M-N4
N1-M-N3
N2-M-N3

O-M-N1
O-M-N3
O-M-OH

Cu-15 Co-15
83.28 85.82
109.96 104.84
82.48 84.46
16521 170.23
91.53
87.32
176.02

Ni-15
85.96
103.75
85.72
171.54

Tabla 7.1. Distancias y angulos de enlace obtenidos a partir de difraccion de rayos X de monocristal

para los complejos Cu-15, Co-15 y Ni-15.
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En la tabla 7.2 se encuentran los parametros cristalograficos con los que se obtuvo la

difraccion de rayos X para los complejos Cu-15, Co-15 y Ni-15

Parametro

formula empirica

peso formula
temperatura (K)
longitud de onda (A)
sistema cristalino
grupo espacial
dimensiones de la celda

unitaria en (,f; y°)

volumen (ﬁU)

Z

densidad (mg/m®)

coeficiente de absorcién (mm™)
F(000)

tamaiio del cristal (mm)

Color

rango 0 de coleccion de datos
()

rango de indices

reflexiones colectadas
reflexiones independientes
correccion de absorcion
método de refinamiento
datos/restricciones/parametros
calidad de ajuste en F*

indices finales R[/>20(7)]
indices R (todos los datos)
maximo-minimo de densidad

electronica residual (eZ’\J)

Cu-15

C14H»CuN4O;
362.96

298

0.71073

monoclinico

P2./c

a=11.0543 a=90
b=11.5034 B=94.146
c=259212 y=90
3287.57

8

1.467

1.348

1518

0.344 x 0.187 x 0.080
naranja / prisma

2.370a27.471

-13<h<14

-14<k<14

-33</<18

21402

7513 [R(int) = 0.0892]
semi-empirica de equivalente
cuadrados minimos

7513 /43 /457

0.984

R1=0.0555, wR2 =0.1234
R1=0.1073, wR2 =0.1539
0.621 y -0.639

Co-15

C14H30CoN4O7
431.47

298

0.71073
Ortorrémbico
P2,2,2,

a=110.7580 o =90
b=11.4431 B=90
c=15.6042 vy=90
1920.95

4

1.492

0.939

914

0.342 x0.156 x 0.138
azul / prisma

2.207 a27.475

-13<h<13

-14<k<14

20</<14

12633

4413 [R(int) = 0.02663]
semi-empirica de equivalente
cuadrados minimos

4413 /55/295

1.053

R1=0.0286, wR2 = 0.0660
R1=0.0328, wR2 = 0.0684
0.235y-0.356

Ni-15

C0H44NgNi,O5
702.14

298

0.71073

Monoclinico

C2lc

a=254614 ao=90
b=11.4376 p=93.928
¢=223971 y=90
6507.1

8

1.433

1.207

2960

0.274 x 0.171 x 0.080
amarillo / placas

2.178 a27.499

-32<h<32

-14<k<14

-29<1<28

21754

7453 [R(int) = 0.0897]
semi-empirica de equivalente
cuadrados minimos

7453 /29 /433

0.998

R1=0.0610, wR2 =0.1073
R1=0.1313, wR2 =0.1384
0.682 y -0.567

Tabla 7.2. Parametros cristalograficos para Cu-15, Co-15 y Ni-15

7.3. Reacciones para formar el complejo bimetalico.

El ultimo paso de la sintesis del complejo bimetélico consistio en la union del complejo de
rutenio y el bpyTAML o bien el M-bpyTAML, como se presentd anteriormente en los
esquemas 5.1 y 5.4 del capitulo 5. La formacion del sistema bimetéalico se plante6 por
coordinacién mediante un intercambio de ligantes o por la condensacién entre acidos

carboxilicos y aminas para la formacion de las amidas del ligante.
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7.3.1. Sistema bimetalico por intercambio de ligantes
En estas reacciones se utilizaron los complejos de rutenio 2-5 (sintesis ver capitulo 5) con

ligantes labiles para permitir el intercambio de ligantes con el bpyTAML.

PF,
" ers N "] pr, ~ |PFs
=
N N | N\ = |
H300N,,,,\um“ « HsCCN é{u ‘‘‘‘‘ Ce 7N ,;Ru:\\o\
HscoN” | SNCCH, oc” | “NceH, N | NCCH;
NCCH, NCCH, =" NccH,
) 3) (©)] )

Figura 7.11. Precursores de rutenio usados para coordinar el ligante bpyTAML

La propuesta fue coordinar el ligante bpyTAML directamente al rutenio por los nitrégenos
N-piridinicos, para formar el complejo bpyTAML-Ru y posteriormente llevar a cabo la
metalacion del bpyTAML para obtener el complejo bimetalico. De manera general todas
estas reacciones presentaron dificultades durante la purificacion debido a la baja solubilidad

y la poca estabilidad del ligante bpyTAML.
Intercambio de N o 1
ligantes NH  HN
QNH HN )
RN

bpy-TAML Precursor de rutenio bpyTAML-Ru

L = ligante 1abil
L'=phen 6 2 ligantes CH;CN

Esquema 7.6. Formacion del bpyTAML-Ru por intercambio de ligantes

La reaccion entre el complejo 2 y el bpyTAML se llevo a cabo disolviendo los reactivos en
metanol y calentando a 50 °C. Se observo un cambio de color de amarillo a purpura, lo que
indicaba que la bipiridina del bpyTAML se coordinaba al rutenio. Sin embargo, por RMN
'H, se observo una mezcla de productos de descomposicion tanto del complejo 2 como del
bpyTAML, que ademéds incluia la coordinacion de fragmentos de descomposicion al
rutenio. Esta mezcla no fue posible separarla debido que la interaccién con columnas

cromatograficas (de alimina y silica) promovia la hidrélisis del ligante bpyTAML.
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Para la reaccion anterior también se usaron diferentes proporciones de mezclas
metanol:acetonitrilo a fin de disminuir la descomposicion del complejo 2 y al mismo
tiempo evitar la coordinacion de un segundo ligante bpyTAML. Sin embargo, la adiciéon de
acetonitrilo como disolvente provoco la competencia entre éste y el ligante bpyTAML por
la coordinacion al metal, lo que concluyd en una reaccion mucho maés lenta donde
finalmente no se pudo impedir la descomposicion de los reactivos obteniéndose mezclas

similares al caso anterior.

e

MeOH. 50°C Descomposicion del bpyTAML,

+ H3CCN,,,,\ N W’ (fragmentos de bpyCO,H y 15)
HgCCN/Rlu\NCCHS descomposicion del precursor 2
NCCH,
bpy-TAML ?)

Reaccion 7.4. Reaccion entre bpyTAML y 2

Como alternativa para evitar la descomposicion del precursor de rutenio durante la reaccion
y facilitar la purificacion, se utilizo entonces el precursor de rutenio 3. Este complejo de
mayor estabilidad que 2 habia mostrado una baja reactividad frente a la sustitucion de
ligantes usando phen (la sustitucion de dos ligantes monodentados no se obtuvo, y
solamente a reflujo de metanol se logro la sustitucion de los 4 ligantes monodentados). Una
variante en esta reaccion fue mediante irradiacion ultravioleta para impulsar la
descoordinacion del CO y permitir asi la sustitucion del ligante. Sin embargo, la irradiacion
UV también produjo la descomposicion de los reactivos obteniéndose mezclas de productos

que no pudieron ser resueltas.

IR

MeOH. hv Mezcla de productos de
h - descomposicion del
rs. complejo 3 y del bpyTAML

bpy-TAML A3)

Reaccion 7.5. Reaccion por irradiacion de luz UV entre bpyTAML y 3.

El complejo 4 presenta una reactividad muy similar a la encontrada para el complejo 3

(debido a su estabilidad el intercambio de ligantes solo ocurre a temperaturas mayores a 60

102



Metalacion del bpyTAML y reacciones para ensamblar el ligante al complejo de rutenio

°C),” por tanto la reaccion se llevo a cabo a reflujo de metanol, pero tales condiciones
produjeron la hidrdlisis del bpyTAML y como resultado se obtuvo el complejo 8, en donde
se coordiné al metal el fragmento bpyCO,H proveniente de la hidrolisis del bpyTAML.

MeOH,
reflujo
12 hrs.

bpy-TAML )

Reaccion 7.6. Reaccion entre bpyTAML y 4.

El complejo 5 es mucho mads reactivo hacia la sustitucion de ligantes porque un acetonitrilo
es muy labil debido a la influencia frans del enlace organometalico, lo que trae consigo una
baja estabilidad del complejo.'* En este caso la reacciéon se llevo a cabo en metanol y
mezclas metanol:CH3CN a 50 °C, pero por su baja estabilidad en disolucion se produjo una
gran descomposicion del complejo, obteniendose mezclas que no se pudieron separar
similar a lo ocurrido con el complejo 2. Al tomar una alicuota directamente del seno de
reaccion fue posible detectar a través de espectrometria de masas ESI" el pico en 954 m/z,
en particular para el caso de rutenio el patron isotdpico (7 isdtopos naturales) indica que el

metal se encuentra presente [M+MeOH]', y corresponde a la coordinacion del bpyTAML.

MeOH,
reflujo
12 hrs.

bpy-TAML )

Producto aislado

Esquema 7.7. Reaccién entre bpyTAML y 5
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RulL+_120417122657 #14-32 RT: 1.11-2.59 AV: 19 SB: 5 0.45-0.78 NL: 5.08E6
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Figura 7.12. Espectrometria de masas ESI" obtenida de la reaccion entre 5y bpyTAML

Las reacciones descritas anteriormente también se llevaron a cabo sustituyendo el ligante
bpyTAML por los complejos Co-bpyTAML y Ni-bpyTAML, con objeto de formar
directamente el complejo bimetalico y simplificar la purificacion del producto (se esperaba
la precipitacion del mismo). Sin embargo, en estas reacciones no fue posible detectar la

coordinacioén del M-BpyTAML al complejo de rutenio.

Li[ 05 \
[¢]
N N
X
M
N/ \N

M-bpy-TAML Precursor de rutenio M-bpyTAML-Ru
L = ligante labil, L' = phen 6 2 ligantes CH;CN
M=Co,X=1,n=0;M=Ni,X=2,n=1

Figura 7.13. Reaccidnes entre M-bpyTAML y precursores de rutenio

7.3.2. Formacion del complejo bimetalico por reaccion de condensacion
Para realizar la condensacion que diera lugar al complejo bimetalico fue posible obtener el
complejo 8 como precursor de rutenio, el cual cuenta con acidos carboxilicos que permite

la condensacion con las aminas presentes en el compuesto 15.

En primer lugar se intent6 la condensacion directa entre los compuestos 8 y 15 en reflujo de
metanol y THF pero la reaccion no procedié y se recuperaron los reactivos en forma
cuantitativa. En una segunda aproximacion se planted activar los acidos carboxilicos
transforméandolos en cloruro de acilo y de esta forma facilitar la condensacion. Para formar

el cloruro de acilo se disolvid el complejo en SOCI,, sin embargo, encontramos que el
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complejo de rutenio no resiste estas condiciones y se descompone al ser disuelto en SOCl,.
Esto nos llevo a formar el cloruro de acilo in situ utilizando agentes halogenantes (PCl; y
PCls) y bases para neutralizar el HCI que se formaria en la reaccion, pero una vez mas las
condiciones provocaron la descomposicion del complejo de rutenio. La reaccion de
condensacion también se intentd utilizando los complejos M-15 directamente con el
complejo 8 a reflujo de metanol y THF recuperando nuevamente los reactivos en forma

cuantitativa.

Condensacion directa PFg Activacion del 4cido carboxilico

0
[(RNH,),] HO \ _ N\\R’u/c ~ SOCl, Descomposicion
- )
A~ \ SN del complejo 8

No reacciona \

®) o\ O\

Condeflsaci()n [(RNH,),] [(RNH,),] — NH NH, o N\M,NHZ
através de la . 7'\

: PCl; 6 PCls NH NH N” NH

formacion del 2 2
(@) ‘

cloruro de acilo + 0‘2 / N\
in situ Et;N
a5s) M-(15)

Descomposicién del M = Cu, Co, Ni

complejo 8

Esquema 7.7. Reacciones de condensacion para formar el bpyTAML en el complejo 8.

7.4. Analisis del bpyTAML y M-bpyTAML mediante calculos DFT
Con la colaboracion del Dr. Longzhu Shen del Mellon Institute de la Universidad Carnegie
Mellon en Pittsburg PA., se llevaron a cabo célculos DFT. Mediante estos calculos se

obtuvieron las conformaciones mas probables para la estructura del bpyTAML.

Figura 7.14. Estructura de BpyTAML obtenida mediante cialculos DFT en fase gas (derecha). A la

izquierda la superposicion de las estructuras obtenidas en fase gas (rojo) y en THF (azul)
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En las estructuras presentadas en la figura 7.14, se observa que en las conformaciones mas
estables adoptadas por el bpyTAML, los hidrégenos no son equivalentes (esto es atin mas
evidente sobre los grupos metilo). Sin embargo, en la RMN 'H del ligante (discutida en la
seccion 6.2) solamente se observa una sefal de hidrogeno para todos los grupos metilo. Una
rapida interconversion entre las diferentes conformaciones del ligante (similar a lo que
ocurre con el ciclohexano),'>'® puede explicar este fenémeno, es decir, que en RMN 'H no
se observen hidrégenos diasteroisotdpicos, lo que también es consistente con las sefales

correspondientes a los hidrogenos aromaticos y los espectros de RMN °C.

En la figura 7.13 también observamos que para las conformaciones mas estables, solo 2 de
los 4 nitrégenos N-amido se encuentran en el centro de la cavidad del bpyTAML (cabeza),
mientras que los otros 2 N-amido (cola) se encuentran en la parte exterior de la estructura.
Esta conformacion de la estructura del bpyTAML permite explicar la dificultad que se tiene
para enlazar un metal en su cavidad central, puesto que para formar los 4 enlaces N-amido

es necesario que el ligante adquiera una configuracion de menor estabilidad.

También podemos observar en la estructura que entre los 2 anillos de piridina se forma un
angulo de aproximadamente 80°, esto provoca que las N-piridinas no se encuentren en la
posicion adecuada (coplanares), para coordinar un metal como quelato bidentado. Cuando
se formo6 el complejo bpyTAML-Ru (seccion 7.3.1.) forzando las posiciones de las 2
piridinas en forma de quelato, el complejo resulté muy inestable producto de la tension
sobre la estructura ciclica. Sobre todo en los grupos amida de la cola, por lo que el
complejo sufrid una rapida hidrdlisis, al punto que solo fue posible detectar esta especie

coordinada pero no pudo ser aislada ni caracterizada. '°

Conformacion de la bpy para coordinarse Conformacion de la bpy en el bpyTAML, que
como quelato bidentado no permite coordinarse como quelato bidentado

Figura 7.15. Conformacién del fragmento de bipiridina
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También se realizaron calculos DFT para el complejo Co-bpyTAML. Estos calculos se
basaron en datos experimentales obtenidos de la estructura del complejo Co-TAML
informado en la literatura anteriormente.'” En este caso se estudiaron 3 posibles estructuras
del complejo metalado variando el nimero de coordinacion alrededor del atomo metalico:
tetracoordinado (A), pentacoordinado (B) con una molécula de agua coordinada al metal en
posicién axial y hexacoordinado (C) con 2 moléculas de agua coordinadas de manera axial,

asi como sus respectivas energias.

1
6 kcal mol C

Figura 7.15. Conformaciones mas estables obtenidas por calculos DFT para el complejo Co-bpyTAML

en los 3 modos de coordinacion posibles: tetracoordinado (A), pentacoordinado (B) y hexacoordinado

©

En la figura 7.15 se observa que en la estructura tetracoordinada la configuracion del centro
metalico corresponde a un cuadrado plano altamente distorsionado, incluso se aproxima a
la estructura tetraédrica, mientras que la estructura pentacoordinada es una piramide de
base cuadrada y en la estructura hexacoordinada se tiene un octaedro ligeramente

distorsionado.

En la siguiente tabla se presentan las distancias de enlace Co-N-amido para el modelo

utilizado y las 3 estructuras obtenidas a través de los calculos DFT.
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Enlace Co-N-amido Modelo Tetracoordinado Pentacoordinado Hexacoordinado
Distancia A (cabeza) 1.82 1.85 1.85 1.91
Distancia A (cola) 1.83 1.91 2.02 2.02

Tabla 7.3. Distancias de enlace Co-N de las estructuras del Co-bpyTAML

En la tabla 7.3 podemos observar que en el Co-TAML usado como modelo las distancias
Co-N son casi iguales. Para la estructura pentacoordinada se observa la mayor diferencia
entre las distancias Co-N de la cabeza y la cola mientras la estructura con la menor
diferencia de distancias corresponde a la tetracoordinada. Aunado a esto, en la figura 7.14
se observa que la estructura menos favorecida energéticamente es la pentacoordinada, por
tanto esta configuracion resulta poco probable para nuestra molécula. En lo que respecta a
la la estructura mas estable energéticamente, la figura 7.14 muestra que corresponde a la
hexacoordinada. Ademés en esta configuracion se observa la mayor simetria de la
molécula, lo cual concuerda con el espectro de RMN 'H donde no se observan hidrogenos
diasterotopicos.

Analizando la estructura tetracoordinada y hexacoordinada mediante la teoria de campo
cristalino, encontramos que una estructura tetraédrica de Co™ es paramagnética, y
solamente en un caso extremo con estructura de cuadrado plano de bajo espin (campo
fuerte), resulta en una especie diamagnética. Mientras que para la estructura
hexacoordinada el caso de configuracion octaédrica de bajo espin es una especie
diamagnética.

Co™ configuracién d

campo alto —
de.
AE < energia de apareamiento o
I
1 1 d-’f}" — —
AE d. dy.,
d d d
xy Xz vz
AE 1L AE
i 4 /s i 4 4
dz2 d}rz-yZ dy: dxz dxy dxz vz
Tetraedro de bajo espin Cuadrado plano de bajo espin Octaedro de bajo espin
(paramagnético) (diamagnético) (diamagnético)

Esquema 7.8. Desdoblamiento de orbitales segun la teoria de campo cristalino para estructura

tetraédrica, cuadrado plano y octaedrica
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Tomando en cuenta que el complejo Co-bpyTAML es diamagnético y que la geometria
simulada para la estructuctura tetracoordinada es mas cercana a la tetraédrica ademas de
que es inusual encontrar ejemplos de compuestos tetracoordinados, podemos concluir que
nuestro complejo debe tratarse de un compuesto con geometria octaédrica de Co'™, en cuyas

posiciones axiales se encuentran coordinadas 2 moléculas de disolvente.

Analizando cuidadosamente las estructuras obtenidas por los calculos DFT del complejo
Co-bpyTAML, encontramos que en las 3 conformaciones se forma un angulo de
aproximadamente 80° entre los anillos piridinicos (similar a lo que ocurre con el ligante
ligante, figura 7.11) evitando que se encuentren en la posicion adecuada para enlazar al
segundo metal como un quelato bidentado. Cabe mencionar que a diferencia del ligante
libre, el complejo metalado posee menos grados de libertad por los enlaces Co-N y resulta
practicamente imposible que los anillos piridinicos adquieran la posicién adecuada para
formar el quelato bidentado. Debido a esto, en las reacciones para obtener el compuesto
bimetalico, nunca se pudo detectar el complejo esperado y como producto podiamos

observar la demetalacion del complejo M-bpyTAML o la fragmentacién del mismo '

7.5. Parte experimental.

Los calculos DFT se hicieron en Gaussian 09 rev.B.01'"” usando el parametro hibrido functional
Becke's three (B3)***' y correlacion de Lee-Yang-Parr (LYP)* con set base 6-311G. Este enfoque
ha sido muy confiable para los TAML’s.” Las geometrias para el Co-bpyTAML fueron obtenidas
por optimizacion completa en fase gaseosa hasta cumplirse los criterios de convergencia. El modelo
inicial de Co-bpyTAML fue desarrollado usando los datos de difraccion de rayos X informados
anteriormente para el complejo Co"-TAML.** se calcularon miltiples conférmeros, pero se
informan solo los de menor energia. Para el ligante bpyTAML se hicieron los calculos en fase gas y

en disolucion en THF invocando el modelo implicito de solvente continuo (SMD).*

Los experimentos de EPR se realizaron en tubos de cuarzo en so6lido y disueltos en metanol
a 77 K en un dedo frio, en un equipo EPR JEOL JES-TE300 en banda X a 100 KHz de
frecuencia de modulacion con una cavidad cilindrica del modo TEg;. La calibracién del

campo externo se hizo con Gaussometro de precision JEOL ES-FCS5, con el programa de
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adquisicion ES-IPRINT vy la simulacion se realizdé con el programa AniSimu/FA version

2.4.0.

Sintesis de precursores metdalicos [M(CH;CN)x|(BFy, M = Fe, Co y Ni, x = 6; y
M=Cu,x=4

Esta sintesis se llevd a cabo siguiendo el método reportado por B. J. Hathaway y A. E.
Underhill.?® En un matraz de Schlenk equipado con un escape de presion, se colocaron 8.5
mmol del metal en estado elemental, mediante cadnula se agregaron 25 mL de CH3CN seco.
Cuidadosamente se adicionaron 16 mmol de NOBF4, (se debe tener cuidado puesto que la
reaccion libera inmediatamente 6xido de nitrégeno). El gas producido fue evacuado del
sistema mediante la trampa de presion y salié a través de la campana de extraccion.
Aproximadamente 1 hora después se dejo de observar la formacion de 6xidos nitrosos. La
mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente por 6 horas. Se filtr6 a
través de celita bajo atmosfera inerte, se evapor6 el disolvente al vacio y los productos se

secaron al vacio por 24 horas y fueron almacenados bajo atmosfera inerte.

Compuesto Color Rend. (%) IRv—C-N (cm”) IR v-BF;(cm™)
[Fe(CH3CN)g|(BF4)2 blanco 65 2314 y 2285 1000
[Co(CH3CN)g](BF4); anaranjado 70 2320y 2293 1001
[Ni(CH3CN)g](BF4)» azul 72 2325y 2298 999
[Cu(CH3;CN)4](BF4); azul claro 80 2329, 2300y 2275 1015

Metalacién de bpyTAML, método general.'

Una suspension de 50 mg (0.1 mmol) de bpyTAML en 10 mL de THF se enfrio a 0 °C en
bafio de hielo. Se agregaron gota a gota 0.25 mL (0.4 mmol) de n-BuLi (1.6 M en hexano).
La disolucién se llevd a temperatura ambiente y se agité por 20 minutos. El solido se
disolvié completamente y la disolucion se tornd de color amarillo. Se enfri6 nuevamente a
0 °C y se agregaron 0.1 mmol del precursor metalico [M(CH3;CN)s](BF4),. Se observo la
formaciéon de un precipitado y se mantuvo en agitacion por 12 horas a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se virtid sobre una columna cromatografica cargada con

celita, el producto fue lavado con THF y acetonitrilo, finalmente se eluy6 con etanol. El
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disolvente fue removido al vacio y el solido resultante fue lavado con una mezcla de

acetona/agua 9:1 y con éter etilico y secado al vacio.

Co-bpyTAML.*" Solido café, se obtuvieron 23 mg de producto. (Rendimiento 40 %). 'H
RMN (CDsOD) &: 8.76 (dd, 2 H, 2J = 5.8, %7 = 3.0, H11), 8.47 (d, 2 H, J = 3.6, H1 ), 8.15
(brd, 2 H, 2J = 7.5, H3), 7.44 (br, 2 H, H2), 6.95 (dd, 2 H, J = 5.8, °J = 3.0, H12), 1.53
(s,12 H, H8). °C RMN (CD;OD) &: 179.98 (CO, C9), 173.38 (CO, C6), 157.65 (C5),
147.21(C1), 144.17 (C10), 136.65(C3), 135.47 (C4), 122.45 (C2), 122.13 (C12), 120.90
(C11), 56.91(C7), 27.95 (C8). IR (cm™): 1595 (CO), 1559 (CO). UV-Vis (MeOH), Amax =
260 y 295 nm, & = 12800 y 6100 M'cm™. ESI-MS (modo negativo) [M] = 577 m/z. Anal.

elem. calculado para CysCoHyLiNgO44.5H,0 (%): C, 49.61; H, 4.96; N, 13.35.
Encontrado: C, 49.78; H, 4.91; N, 13.05.

Li[Co-bpyTAML]

Ni-bpyTAML. Sélido amarillo se obtuvieron 25 mg de producto. (Rendimiento 45 %). 'H
NMR (CD;OD) &: 8.42 (dd, 2 H,*J = 4.9, °J= 1.6, H1), 8.11 (dd, 2 H,*J = 7.7, *J = 1.6,
H3), 7.60 (dd, 2 H, *J = 6.0, 27 = 3.5, H11), 7.38 (dd, 2 H, 2J = 7.7, ] = 4.9, H2), 7.20 (dd,
2 H, *J=6.1,2% =35 H12), 1.41 (5,12 H, H8). °C NMR (CD;0D) &: 178.08 (CO, C9)
173.17 (CO, C6), 157.89 (C5), 147.22 (C1), 136.79 (C3), 135.17 (C10), 130.79 (C4),
125.53 (C12), 124.26 (C11), 122.32 (C2) 54.83 (C7), 27.33 (C8). IR (cm™), 1650 (LCO) y
1597 (vCO). ESI-MS (modo negativo): [M] = 540 m/z. Anal. elem. para
CosNiH»Li)NgO4-4.5CH30H: C, 52.39; H, 5.77; N, 12.02. encontrado: C, 52.09; H, 5.49;
N, 12.58.
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(Li),[Ni-bpy TAML]

Metalacion de 15 (N,N'-(1,2-fenilen)bis(2-amino-2-metilpropanamida)

Meétodo general

Una disolucion de 100 mg, (0.36 mmol) de 15 en 10 mL de THF se enfrié a 0 °C en bano
de hielo, se agregaron gota a gota 0.45 ml (0.72 mmol) de n-BuLi (1.6 M en hexano). La
mezcla se llevo a temperatura ambiente y se agitdé durante 20 minutos. Se observo la
formacion de un precipitado blanco, la mezcla se enfrid nuevamente a 0 °C y se agregaron
0.36 mmol del precursor metdlico [M(CH3;CN)i](BF4),. Se observo la formacion de un
precipitado cuyo color dependia del metal utilizado. La reaccion se mantuvo en agitacion a
temperatura ambiente por 12 horas. El disolvente se evapord al vacio y el residuo se
purificd por cromatografia en columna de silica. Los productos se eluyeron con metanol y

se cristalizaron por evaporacion lenta del disolvente.

Co-15. Cristales verdes. (Rendimiento 70 %).

'H NMR (CDsOD) &: 8.72 (dd, 2 H, *J = 6.0, *J = 3.5, H2), 6.91 (dd, 2 H,*J = 6.0, J = 3.5,
H1), 1.44 (5,12 H, H6). °C NMR (CD;0D) &: 179.49 (CO, C4) 141.34 (C3), 121.23 (C1),
119.32 (C2), 62.43 (C5), 26.25 (C6). IR(cm™): 3280 (NH,), 1597 (CO), 1556 (CO). ESI-
MS (modo negativo): [M] = 335 m/z. Anal. Elem. para C;4CoH»3N404-3H,0: C, 39.63; H,
6.89; N, 13.20, encontrado: C, 40.53; H, 7.06; N, 13.24.

0 OH
N >/ NH
Co = 2

S
H,0

(Co-15)
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Ni-15. Cristales amarillos. (Rendimiento 85 %).

'H NMR (CDsOD) &: 8.01 (dd, 2 H, 2J = 6.0, *J = 3.4, H2), 6.63 (dd, 2 H,*J = 6.0, *J = 3.4,
H2), 1.32 (5,12 H, H6). °C NMR (CD;0D) &: 180.49 (CO, C4) 143.13 (C3), 121.62 (C2),

119.31 (C1), 62.14 (C5), 26.61 (C6). IR (cm™): 3223, 3148 (NH,), 1592 (CO), 1557 (CO).

ESI-MS (modo negativo): [M] =335 m/z. Anal. elem. para C4NiH(N4O,-H,0: C, 47.63;

H, 6.28; N, 15.87. encontrado: C, 47.65; H, 6.03; N, 15.40.

o)
N _NH
1 _NiZ T2
> 3 Ng 5 NH,

o=

(Ni-15)

Cu-15. Cristales rojos. (Rendimiento 65 %).

EPR en disolucion metandlica se obtuvo un espectro anisotropico con A | =21.93 mT,
gl = 2.1750, gl = 2.04, shfcc = 1.45 mT. IR (cm™): 3228, 3139 (NH,), 1592 (CO), 1556
(CO). ESI-MS (modo negativo): [M] =339 m/z. Anal. elem. para C;4CuH;oN4O;: C, 49.47;

H, 5.93; N, 16.48. encontrado: C, 49.19; H, 6.22; N, 15.82.

(0]
N _NH
Cu 2

s NG o NH
2 2
o= :s

(Cu-15)
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8. Complejos de rutenio como efectores de la glucosa oxidasa

En este capitulo se presenta la metodologia y los resultados obtenidos sobre un estudio
cinético que se llevd a cabo para establecer el efecto que tienen los complejos
ciclometalados de rutenio sobre la reaccion de oxidacion de P-D-glucosa con glucosa
oxidasa proveniente de aspergillus niger. Para tal motivo se eligié una serie de complejos

de rutenio con estructuras similares a base de 2-fenilpiridina y bipiridina.

8.1.  Sintesis de complejos ciclometalados

RuCly

N™™ X EtOH
| Dioxano 45° C
Z reflujo 14 hrs

“ 16 hrs

z
\

NS 1
L_| NaOH, KPFg, CH4CN, ©/\w . <;;:H31(E:3|\:1
45°C, 12 hrs 1o hrs

L PF
(10 L |7 & IeRe
E =1383 mV \ L L = CHsCN [
7 N\—Ru
| Ny s | L
P \/\/,‘\,\
| N
N7 N | CH3CN, 45 °C
‘ 2) Col REP N s
N2 s ) Columna N
_ Dowex CI’ | P =
MeOH, reflujo 12 hrs PF
L /\T‘ 6
L, =
e P .
\N\N&
7
z | \\
=\ Fe-TAML 5% MeOH, reflujo 1) 2 Hg(phpy)2
P> ,
H;(Zcz) I_\lr-a/gl 12 hrs 2) Columna
6 hrs Dowex CI’
E =558 mV E =589 mV

Potenciales E°r gy !il. Obtenidos por voltamperometria ciclica en CH3CN en un
sistema de 3 eletrodos: electrodo de trabajo de carbon vitreo, contraelectrodo de
Pty electrodo de referencia de Ag/AgCl a una concentracién 0.001 M de
complejo y 0.1 M de Bu4NBF4como eletrolito soporte

E=-172 mV

Esquema 8.1. Sintesis de los complejos de rutenio 16-20 utilizados en el estudio cinético.
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En el esquema 8.1 se presenta la serie de complejos, asi como la ruta sintética seguida para
obtener cada uno de ellos, (la sintesis de estos complejos fue informada en trabajos

previos)'™ y poder realizar el estudio cinético sobre la reaccion de oxidacion de glucosa con

GO.

En el esquema 8.1 se puede observar que la diferencia primordial entre los complejos 16,
17 y 20 se centra en el numero de enlaces o-C-Ru, lo que se refleja en sus propiedades

electronicas y potencial redox.

La sintesis de los complejos se llevé a cabo como se informé en la literatura.' El complejo
16 corresponde a un compuesto de coordinacion de Ru en el cual no existe ningln enlace
C-Ru, es dicationico y su potencial redox es: Erywryn = 1383 mV. Este compuesto es
completamente soluble en agua por lo que no se hizo mayor cambio. Los complejos 17 y 18
son especies ciclometalados de RuH, contienen un enlace o-C-Ru y son catidnicos, sus
potenciales redox son Erymryr = 557 mV para 17 y Egywrer = 589 mV para 18. Se observa
una drastica disminucion del potencial redox con respecto al compuesto 16. Para sintetizar
estos complejos se emplea el mismo procedimiento cambiando Unicamente el ligante
utilizado (2,2’-bipiridina para el complejo 17 y 1,10-fenantrolina para el 18).> En ambos
casos se obtuvieron complejos monocationicos con el anion PFs. En esta forma los
complejos son insolubles en agua lo que representd un inconveniente debido a que los
ensayos deben realizarse en este medio. Para resolver el problema fue necesario hacer una

metatesis donde se intercambi6 el anion PFg por CI resultando en especies solubles en
6

agua.
Columna
PF el
/il ®  Dowex 8x100 ”W
C'N\Ru en forma de Cl CN\RU
MeOH
Complejo insoluble Complejo soluble
en agua en agua

Esquema 8.2. Reaccién de metitesis para hacer los complejos solubles en agua.®
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El complejo 19 es un complejo de Ru', tiene la misma estructura que el complejo 17 pero
estd oxidado. La sintesis se llevd a cabo oxidando el complejo 17 con H,0O, y usando
Fe-TAML como catalizador en disolucion acuosa saturada de NaCl. Para esta reaccion nos
basamos en los resultados presentados en la literatura donde presentan la sintesis del
complejo [Ru(bpy)s]*" al oxidar con peroxido y HRP el complejo [Ru(bpy)s]*,’ y también
en la literatura presentan la oxidacién de [Ru(phpy)(bpy):]” con H,O, catalizada por
Fe-TAML.*® Por espectroscopia UV-vis fue posible observar el cambio en el espectro de

absorcidn entre ambas especies:

19 @Qo
N®
17

“an / (19)

Weew
- /\?\\ Zy
\ /¢~
2\
o0
Absorbancia
_/ 1\
2
\ / /=

—— ——
500 600

A/ nm

——
400

Figura 8.1 Espectros de UV-vis de los complejos 17 y 19

El complejo 20 es catiénico, bis-ciclometalado de Ru"

que contiene 2 enlaces 6-C-Ru y
tiene un potencial redox Erymwryr = -230 mV. Como podemos apreciar, el potencial
nuevamente disminuye con respecto al complejo 17. En este caso al igual que 17 y 18 fue

necesario hacer una metatesis para cambiar el anion por CI” y hacerlo soluble en agua. *
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Potencial redox de los complejos 16-20
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Figura 8.2. Voltamperometria ciclica de los complejos 16-20 obtenida en CH;CN a una concentracion
de 1x10°°M, utilizando [Bus,N]PF, 0.1M como electrolito soporte, en una celda con un electrodo de

trabajo de carbon vitreo, contraelectrodo de Pty electrodo de referencia de Ag/AgCl

Diversos complejos de rutenio han sido aplicados como mediadores con la glucosa oxidasa,
porque existe una interaccion entre el sitio activo de la enzima y los complejos que permite
la transferencia de electrones. La mayoria de estos estudios se enfocaron principalmente en
determinar la constante de velocidad de transferencia de electrones entre la enzima y los
complejos y se realizaron en condiciones libres de O,. A través de ellos se encontrd que los
complejos de Ru'™ podian sustituir al O, oxidando a la enzima, la cual después llevaba a

cabo la oxidacion de la B-D-glucosa.'*"!

Reaccion de oxidacion de B-D-glucosa con GO

X GOyeq K D-glunolactona
H,0,

B-p-glucosa

., . ., : III :
Reaccion de oxidacion de B-D-glucosa con GO con complejos de Ru™ en ausencia de O,

X GO,eq X p-glunolactona

B-p-glucosa

2 RuIII
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Utilizando voltamperometria ciclica se forma un ciclo catalitico en donde el complejo de
Ru" se oxida en la superficie del electrodo pasando a Ru™. Este complejo que se forma
continuamente in situ oxida el sitio activo de la enzima la cual transforma la glucosa a
gluconolactona. Sin embargo, no se ha estudiado el efecto que causan los complejos de

rutenio cuando esté presente el oxigeno en la reaccion.

2.5e-6

Ru'll GO,q p-glunolactona "

1.5¢-6

Electrodo
i (A)
5

1.0e-6

Ru'! GO, B-p-glucosa

5.0e-7

ip.
01 00 01 02 03
EV)

Figura 8.3.Representacion del ciclo catalitico (izquierda) en la oxidacion de B-D-glucosa con GO

utilizando el complejo 17 en ausencia de O,y voltamperometria ciclica (derecha).

8.2. Metodologia del estudio cinético

Nuestro estudio consistié en medir la concentracion de O, durante la reaccion de oxidacion
de glucosa con GO en presencia y ausencia de los diferentes complejos de rutenio.

En la literatura se informa que la glucosa oxidasa es activa en un rango de pH de 3-10 y una
temperatura hasta 70 °C, siendo las condiciones 6ptimas a pH = 5 y una temperatura de 37
°C.!? En este trabajo se utilizo una temperatura de 25 °C debido a diversas complicaciones
que se presentaron en el equipo, la diferencia en la temperatura de trabajo y la dptima no
resultd ser un factor crucial en los resultados, pero si es de vital importancia mantener una
temperatura constante durante todo el proceso, puesto que la concentracion de O, disuelto

depende de ello.

Para monitorear la concentracion de oxigeno en el tiempo se utilizd un sensor de oxigeno
disuelto (electrodo de Clark), en una celda de 1.5 ml con agitacion y temperatura

constantes. Para iniciar las mediciones, la reaccion fue activada con la adicion de glucosa.

8.2.1. Curva estandar (ausencia de complejos)
La primera serie de ensayos se llevo a cabo en ausencia de complejos de rutenio lo que

permiti6 determinar los parametros cinéticos Km y Vmax para la reaccion:
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GO
B-D-Glucosa  + O, ——  » D-gluconolactona + H,0,

Las condiciones experimentales utilizadas fueron: concentracién de GO 1x10* M a pH =5
en buffer de fosfatos 0.05 M y 25°C, y concentraciones de glucosa de 0.0025, 0.005, 0.01,
0.025, 0.05 y 0.1 M (estas condiciones se mantuvieron constantes durante el resto de los
experimentos). A partir de los datos recabados se construyo la grafica de concentracion de

O; en funcidn del tiempo para cada concentracion de glucosa

~ . 0.0025M
[Glu] — . 0.0050 M

0.0021 0.0100 M
—0.0250 M

0.0020 - —0.0500 M

———0.1000 M
0.0019 -

0.0018 -

[0,IM

0.0017 A

0.0016 -

0.0015 A

00044
oUTs T T T T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

t/s
Figura 8.4. Grafica de concentracién de O, en funcion del tiempo a diferentes concentraciones de

glucosa. Buffer de fosfatos pH =5, 0.05 M, 25 °C, [GO] = 1x10°* M

A partir de los datos graficados anteriormente, se hizo la regresion lineal para cada serie de
datos, obteniendose la ecuacion para cada recta cuya pendiente corresponde a la velocidad
inicial V0. Debemos considerar que para ello se toma unicamente la parte inicial en donde
los datos presentan un comportamiento lineal, lo que corresponde a la velocidad inicial.
Cabe mencionar que el tiempo que dura este comportamiento depende de la cantidad de

sustrato con que se realizé el ensayo.
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A partir de los valores obtenidos de Vo se construyo la grafica de Michaelis-Menten

graficando V0 en funcidén de la concentracion de sustrato.

4e-7

3e-7 1

2e-7 4

d[O,)/dt (Ms™)

le-7 A

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12

[D-glucosa] (M)
Figura 8.5. Ggrafica de Michaelis-Menten para la oxidacion de B-D-glucosa mediante glucosa oxidasa

en buffer de fosfatos pH = 5, 0.05 M, 25 °C, [GO] = 1x10*M

En la figura 8.5 podemos observar que la cinética de la reacciéon tiene un tipico
comportamiento de las reacciones enzimaticas tipo Michaelis-Menten que corresponde a
una ecuacion hiperbdlica. En la grafica se observa que el aumento del valor de Vo (eje de
las absisas) a baja concentracion de sustrato es mucho mayor, y conforme la concentracion
de sustrato aumenta, el incremento de Vo va disminuyendo hasta tener una concentracién

donde permanece practicamente constante.

Una vez obtenida la grafica de Michaelis-Menten fue posible encontrar por regresion
hiperbolica, los pardmetros de la ecuacion para la curva con la forma y = ax / (b+x) donde a
= Vmax y b = Km, y de esta forma obtener los valores: Km = 0.021 My Vmax = 3.5x10” Ms™

.y . .y 12
para la reaccion de oxidacion de glucosa con GO.

Después se procedio a convertir la grafica de Michaelis-Menten a la forma de Linewever-

Burke utilizando el valor de los reciprocos de 1/V0y 1/[sustrato].
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La transformacion a la grafica de Lineweaver-Burk se hizo debido a que en ésta resulta mas
sencillo distinguir el tipo de inhibicion reversible en la reaccion enzimatica del cual se trata.
Una segunda ventaja de esta representacion radica en que los parametros Km y Vmax se
pueden obtener a través de una regresion lineal (y no hiperbdlica como la de Michaelis-
Menten), donde el valor de la pendiente corresponde a (Km / Vmax)(1 / X) y la ordenada al
origen es 1 / Vmax. Es importante mencionar que al llevar a cabo esta segunda

transformacion los valores obtenidos de Vmaxy Vmax tienen una mayor incertidumbre.

Lineweaver-Bburke
3e+7 A
2e+7 A
R
p
0, 2e+7 A
'T‘xn
e}
T 1e+7 A
©
5e+6
! ; ; ; ;
100 200 300 400 500
Be+6 - 1/[Glu] (M)

Figura 8.6. Grafica de Lineweaver-Burke para la oxidacion de B-D-glucosa mediante glucosa oxidasa

en buffer de fosfatos pH =5, 0.05 M, 25 °C, [GO] = 1x10°*M

8.2.2. Efecto del complejo de coordinacion 16

Una vez obtenida la curva patrén en ausencia de complejos de rutenio, se procedid con la
serie de ensayos en presencia de los complejos y determinar su efecto sobre la reaccion.
Para realizar los experimentos con los complejos rutenio, se siguié la misma metodologia
empleada anteriormente para la curva patron adicionando la cantidad requerida de una
disolucion acuosa del complejo correspondiente. Para cada una de las concentraciones de
los complejos de rutenio se realizé una curva similar a la curva patron, es decir, con cada
concentracion de complejo se realizaron 6 ensayos correspondientes a las 6 diferentes
concentraciones de glucosa y este proceso se hizo por duplicado. Los datos obtenidos a
partir de los ensayos fueron tratados de misma manera en que se llevo a cabo con los datos

de la curva patron.
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En primer lugar se realizaron los ensayos utilizando el complejo de coordinaciéon 16 en las

siguientes concentraciones: 0.0025, 0.0037, 0.0050 y 0.0075 M.

1.6e-6
1.4¢-6 3 6.0et6_=
M 12e6 ;
= =
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5 6.0e7 | 0.0025 [Ru"3M) } 0.0075 =
) 9.0037 0.0050{ 2 0e+6
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S5 0.0075 0.0025
0.0000
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Figura 8.6. Grafica de Michaelis-Menten (izquierda) y Lineweaver-Burke (derecha) para la oxidacién
de B-D-glucosa mediante glucosa oxidasa en buffer de fosfatos pH =5, 0.05 M, 25 °C, [GO] = 1x10°*M

en presencia de diferentes concentraciones del complejo 16.

En la grafica de Michaelis-Menten se observa que la curva estandar ([Ru] = 0) se encuentra
en la parte superior y a medida que la concentracion del complejo de rutenio fue
aumentando, la velocidad inicial de consumo de O, fue disminuyendo. Este efecto se
observa en la grafica a manera que las curvas van disminuyendo de su altura, siendo la
curva inferior aquella que corresponde a la mayor concentracion del complejo. Este tipo de
comportamiento implica que existe una inhibicion reversible. En la grafica de Lineweaver-
Burk se observa la tendencia contraria a la de Michaelis-Menten, es decir, la recta que
corresponde al estandar se encuentra en la parte inferior, y a medida que aumenta la
concentracion de rutenio las rectas se dirigen hacia la parte superior, siendo la ultima, la
que corresponde a la mayor concentracion de rutenio. En esta grafica se observa que las
rectas se intersectan en la ordenada al origen, lo que quiere decir que, la Vmax permanece
constante mientras que la Km aumenta, un comportamiento que corresponde a la inhibicion

de tipo competitiva (ver seccion 2.2.3.).

El complejo de rutenio puede unirse con la enzima libre impidiendo la unién de la glucosa
y disminuyendo la velocidad de la reaccion, la glucosa no se puede unir a la enzima hasta

que se disocie la unién del complejo de rutenio y la enzima.
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8.2.3. Efecto de complejos ciclometalados de rutenio
La siguiente serie de experimentos fue realizada con los complejos 17 y 18, ambos
contienen un enlace o-C-Ru donde el metal se encuentra en estado de oxidacion IL

Obteniendose los siguientes comportamientos:
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Figura 8.7. Grafica de Michaelis-Menten (izquierda) y Lineweaver-Burke (derecha) para la oxidacién
de B-D-glucosa mediante glucosa oxidasa en buffer de fosfatos pH =5, 0.05 M, 25 °C, [GO] = 1x10°M

en presencia de diferentes concentraciones de los complejos 17 (superior) y 18 (inferior).

Similar al caso anterior, en la grafica de Michaelis-Menten para los complejos 17 y 18 se
observa que la curva en la parte superior corresponde al estandar y que al aumentar la
concentracion de los complejos de rutenio, la velocidad de consumo de O, va
disminuyendo, es decir, también se observa una inhibicion reversible. Examinando
detenidamente las graficas, se puede notar que la forma de las curvas es distinta a la

obtenida para el complejo 16. Esta diferencia es mucho mas evidente al observar las
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graficas de Lineweaver-Burke en donde para los complejos 17 y 18 las rectas se intersectan
en la abscisa al origen, lo que implica que el valor de Km es constante mientras el de Vimax
va disminuyendo. Esto corresponde a una inhibicion de tipo no competitiva, diferente
comportamiento a la inhibicidon competitiva encontrada para el complejo 16 (ver seccidon

2.2.3)).

En este caso los complejos de rutenio interaccionan con la enzima en un lugar mas lejano al
sitio activo, a diferencia del caso anterior, permite la unidon del sustrato a la enzima, pero no
se puede llevar a cabo la reaccion catalitica mientras el complejo de rutenio este unido a la

enzima.

Para cada concentracion de los complejos (16, 17 y 18) utilizada se obtuvo un valor de Km
y Vmax, los cuales se denotan como Km,eff y Vm,eff, a través de estos parametros fue posible
obtener el valor de la constante de inhibicion (Ki) para cada uno de los complejos de

rutenio II.

Para la inhibicion competitiva (complejo 16), la ecuacién de Michaelis—Menten en funcion

de la concentracion de inhibidor se puede escribir como (ver seccion2.2.3):

oo VolST _ Vo[S] (1) Donde: a=1+41"
Con las ecuaciones 1 y 2, podemos definir la ecuacion 3: ;

A partir de la ecuacion 3 se puede graficar Km,eff en funcion de la concentracion de [/],
obteniendo una recta cuya pendiente corresponde al valor de Km/Ki, y el valor de la
ordenada al origen es Km. La ecuacion 3 solo puede ser usada para la inhibicion

competitiva.

Para la inhibicion no competitiva (complejos 17 y 18) la ecuacion de Michaelis-Menten en
funcion de la concentracion de inhibidor se escribe como:

- (V max/ ")[S] _ Vn, e[ S] (4) Donde: =1+ [1]

(5)
Kn+[S]  Kn+[S] K
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Tomando 4 y 5 podemos definir la ecuacion 6: 1 1 1
——=—+_—(I] (6)
Vm,eff Vm le{l

A partir de la ecuacion 6 se puede graficar el inverso de Vmeff en funcion de [/],

obteniendouna recta cuya pendiente corresponde al valor de 1/(KiVm) y la ordenada al

origen es el inverso de Vm. Esta ecuacion Unicamente es util para la inhibicién no

competitiva.
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Figura 8.8. Grifica de Kum,ef en funcién de [Ru"], para obtener la Ki del complejo 16
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Figura 8.9. Grifica 1/Vm.o en funcién de [Ru"] para obtener Ki de los complejos 17 y 18.
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A partir de las graficas de la figura 8.8 y mediante la ecuaciones 3 y 6 se obtuviero los
valores de Ki para cada uno de los complejos de rutenio (II). Mismos que se muestran en la

siguiente tabla junto con los valores de Km,eff y Vm,eff .

Complejo Conc. (M) 107 X Vineff Ms™) 10 X Km,efr (M) Ki (M)

0 21.8+0.3 2.31+0.03
0.0025 31.3+0.1 2.58 +0.01

16 0.0037 202+0.2 2.67 +0.03 0.018 + 0.006
0.0050 20.0+0.3 2.85+0.04
0.0075 204 +0.2 3.24 +0.03
0 10.2 0.1 1.58 +0.04
0.0010 9.2 +0.1 1.59 +0.02

17 0.0038 8.1+0.1 1.54 +0.01 0.036 = 0.005
0.0090 7.9+0.1 1.64 + 0.04
0.0160 6.6 % 0.1 1.58 +£0.02
0 10.2+0.1 1.58 +0.04

18 0.0025 9.2+0.2 1.76 + 0.06 0.017 + 0.002
0.0075 7.6+0.1 1.71 +0.04
0.0090 6.5+0.3 1.82 = 0.09

Tabla 8.1. valores de Vimeff, Kmefr Y Ki obtenidos para los complejos 16, 17 y 18 en la reaccion de

oxidacion de glucosa con glucosa oxidasa.

En la tabla 8.1 observamos que los valores de Ki tienen el mismo orden entre si y también
son del mismo orden de los valores de Km lo que implica que los complejos de rutenio no

son “fuertes” inhibidores de la reaccion.

8.2.4. Efecto de complejos de Ru'™

Finalmente, se llevaron a cabo los correspondientes ensayos utilizando complejos de Ru'™.
Al realizar los ensayos con el complejo 19 (que contiene un enlace -C-Ru y se encuentra
como Ru™) y obtener la grafica de concentracion de O, en funcion del tiempo se observo

un comportamiento distinto al de los complejos de Ru'.
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Figura 8.10. Grifica de concentracion de O, en funcién de tiempo obtenido en ausencia de complejo de

Ru (negro), en presencia del complejo 17 de Ru" (rojo) y 19 de Ru™ (azul)

En la grafica se muestran las curvas que corresponden a los ensayos realizados en ausencia
. . 1 il

de complejos y en presencia de Ru” y de Ru . Podemos observar que la curva
. 1 . . . .

correspondiente a Ru" (color rojo) se encuentra por encima de la curva patron realizada en

ausencia de complejo (color negro), es decir, que la disminucioén de O, es mas lenta, lo que

implica inhibicion de la reaccidon enzimatica. Mientras la curva correspondiente al ensayo

" (color verde) se encuentra por debajo de la

realizado en presencia de complejo de Ru
curva patron, es decir, la disminucion de O, es mas rapida, lo que significa que existe una
activacion de la enzima, o que acelera la reaccion.

Ademas en la curva con Ru" se observan 2 fases, en primer lugar una rapida disminucién
de la concentracion de O, mayor que en ausencia de complejo, en esta fase ocurre
principalmente la activacion. Este comportamiento estd de acuerdo con los estudios

. . . I :

realizados anteriormente ya que para las especies de Ru~ se obtuvieron constantes de

. . . . , 16
velocidad de intercambio de electrones con la enzima mayores a la del oxigeno.
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En la segunda fase se obtiene un comportamiento similar a lo observado con los complejos
16, 17 y 18, es decir, la disminucion en la concentracion de O, es mas lenta que en ausencia
de complejo porque existe una inhibicion.

La aparicion de las 2 fases se explica debido a que en primer lugar el complejo de Ru™
acelera la reaccion al promover la oxidacion del sitio activo de la enzima. Una vez que esto
ocurre, el complejo se reduce a Ru" el cual actia ahora como inhibidor de la reaccion. La

IH, cuando todo el

activacion se presenta solamente cuando existe el complejo de Ru
complejo se ha reducido, se pierde el efecto de activacion de la enzima y solo se observa la
inhibicion por parte del complejo de Ru" que se ha formado. Los datos graficados
representan el conjunto de ambos efectos puesto que ambos fendmenos ocurren de manera
simultanea. La division de las fases se debe al cambio en la concentracion de las especies

, .y . 111 . . .y
presentes, asi conforme la concentracion de complejo de Ru™ disminuye, la concentracion

I sz
de Ru" en la reaccion aumenta.
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Figura 8.11. Grafica de Michaelis-Menten obtenida para la primera fase de la oxidacion de glucosa con

glucosa oxidasa en presencia del complejo 19.

Durante la primera fase se observa con mayor intensidad el efecto de activacion debido al

complejo de Ru™

. En la gréafica de Michaelis-Menten la curva que se encuentra por debajo
de las otras corresponde al estandar (ensayo en usencia de complejo), y cuando estd
presente el complejo la velocidad inicial del consumo de O, es mayor, lo opuesto a lo
observado para los complejos de Ru". En la grafica también se observa que la curva que

esta por encima de todas corresponde al ensayo con la menor cantidad de complejo de Ru'",
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es decir, la disminucidon de la concentracion de O, es mayor cuando la concentracion de
Ru" es menor y conforme ésta aumenta la velocidad en el consumo de O, disminuye. Este
comportamiento fue completamente inesperado, se han encontrado fendmenos similares en
disruptores endocrinos y se le conoce como efecto no monotonico, lo que significa que no
existe una relacion directa entre la concentracion del efector y el efecto observado,
obteniedo comportamientos muy variados. Este fenomeno ha dado lugar a una gran

. . . ., , . 14-1
discusion en la comunidad cientifica pero aun no se ha determinado su causa.'*'®

1.8e-6

0.0000 7% Fase
1.6e-6 | [Rull]/M | 0.0005
0.0010 =
1.4e-6 | 10.0015
n 12e-6
=
= 1.0e6
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Figura 8.12. Griafica de Michaelis-Menten para la segunda fase de la reaccion de oxidacion de glucosa

con glucosa oxidasa en presencia del complejo 19.

En la grafica de Michaelis-Menten para la segunda fase se observa predominantemente el
efecto de la inhibicion debida al complejo de Ru". Esta debe corresponder a una inhibicion
tipo no competitiva puesto que se forma el complejo 17. Sin embargo, no se tienen datos
para esta tendencia desde el tiempo cero. Ademas siempre existe un pequeiio efecto debido
a la activacion del complejo de Ru™, por lo que es incorrecto hacer el mismo analisis

realizado para el complejo 17.
Al observar los resultados obtenidos para el complejo 19, decidimos utilizar otro complejo

de Ru™ y compararlos. Con este proposito se utilizo el complejo 20 de Ru™ que contiene 2

enlaces 6-C-Ru y cuyo potencial redox es mucho mas bajo que el complejo 19.
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Figura 8.12. Grafica de concentracion de O, en funcién de tiempo para la oxidacion de glucosa con

glucosa oxidasa en ausencia de complejo 20 (a) y en presencia de este (b y ¢).

En la grafica de concentracion de O, en funciéon del tiempo encontramos el mismo
comportamiento observado anteriormente en el complejo 19. Nuevamente, se observan 2
fases, en donde la primera corresponde a una activacioén de la enzima y la segunda fase a
una inhibicion. Aunado a esto, también fue posible observar el efecto no monoténico donde

la menor concentracion de complejo (¢) obtuvo el mayor efecto de activacion.

A partir de estos resultados se encontraron 3 formas diferentes en las cuales los complejos
de rutenio pueden afectar la oxidacion de la glucosa con glucosa oxidasa. De manera
general los complejos de Ru" actian como inhibidores reversibles disminuyendo la
velocidad de la reaccion. El complejo de coordinacion actia como inhibidor competitivo
mientras que los complejos ciclometalados son inhibidores no competitivos. Por su parte,
los complejos de Ru" aceleran la reaccion ya que pueden interactuar con la enzima y

promover su oxidacion haciendo la reaccion mas rapida

8.3. Parte experimental
Las determinaciones electroquimicas se realizaron en un galvanostato potenciostato

AUTOLAB modelo PGSTAT 12 en una celda de 3 electrodos: electrodo auxiliar de

132



Complejos de rutenio como efectores de la glucosa oxidasa

platino, electrodo de referencia de Ag/AgCl y electrodo de trabajo de carbon vitreo. El
electrodo de trabajo fue cuidadosamente pulido con 3 disoluciones de diamante de 15,3 y 1
um y antes de realizar cada medicion con alumina de 0.05 um y fue lavado con acetona y
agua HPLC. El electrolito soporte usado fue hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0.1 M

en acetonitrilo, los experimetos se realizaron bajo atmosfera de N».

El monitoreo de la concentracion de oxigeno se llevd a cabo en un electrodo de Clark
usando una membrana de teflon YSI y equipado con un electrodo YSI 5331 en una celda de
1.5 ml a una temperatura controlada de 25 °C. El electrodo se calibr6 midiendo el voltaje
obtenido con agua destilada a 25 °C y luego tomando la lectura de agua desoxigenada
(previamente eliminando el O, con vacio y luego burbujeado con argén). La diferencia de
voltaje entre las 2 mediciones fue de 0.16 V el cual fue referido a 1.21x10° M de O,
(concentracion de O, disuelta en agua a 25 °C). Para obtener la concentracion molar de
oxigeno en las mediciones se utilizo la siguiente ecuacion.

0.00121M

[021(M) = (Er — Eo) 0167

En donde £ = potencial en ausencia de oxigeno

E¢=potencial observado al tiempo de la medicion
Se determino la concentracion real de glucosa oxidasa activa por espectroscopia UV-Vis
segiin el método descrito por Massey,'” se prepard una disolucion de GO 1x107 M y se
tomo lectura a 450 nm en una celda de cuarzo. Después se agregaron unas gotas de una
disolucion 2 M de B-D-glucosa, se agito y se volvid a tomar lectura a 430 nm, utilizando la
ley de Lambert Beer se obtuvo la concentracion de GO real como la resta de ambas

mediciones utilizando un valor de ¢ = 1.31 x 10*M'cm™!

Se prepararon disoluciones stock de glucosa oxidasa 1.5x107 M, B-D-glucosa 1x107 M (24
horas antes del ensayo para llegar al equilibrio anomérico), buffer de pH = 5 de fosfatos
1x10~ M y de cada uno de los complejos de rutenio (la concentracion stock fue diferente en
cada complejo debido a la solubilidad de los mismos). Antes de iniciar el monitoreo de la

concentracion de O, se llen6 la celda con las cantidades requeridas de las disoluciones
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stock para cada ensayo (excepto glucosa), y se inicid el monitoreo de la concentracion de

oxigeno 20 segundos antes de la adicion de glucosa.
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9. Conclusiones.

e Las propuestas de modificacion sobre la estructura del TAML original, fueron
relativamente sencillas. Sin embargo, la introduccion de grupos polipiridinicos, trajo
consigo un gran nimero de variables; entre las mas importantes encontramos la baja
solubilidad en disolventes no polares tanto de las polipiridinas como sus derivados,
lo que complicd drasticamente las condiciones experimentales. Un segundo
inconveniente radicd en los efectos de induccidon por parte de los nitrogenos
piridinicos, que modificaron en un nivel mayor al esperado, las propiedades
electronicas de grupos funcionales en otros segmentos de la molécula, y contribuyo
a la inestabilidad de los productos.

e El nuevo ligante tetraamidomacrociclico bpyTAML sintetizado, fue disefiado con
un fragmento de bipiridina en la parte externa de su estructura, para tener el
potencial de enlazar 2 metales. Conteniendo una cavidad interior que consta de un
ciclo de 16 miembros con 4 grupos amida, que al ser desprotonados los nitrégenos
N-amido pueden enlazar al primer metal, mientras el segundo metal se coordinaria
en la parte externa por los 2 nitrogenos N-piridinicos.

e Los calculos DFT muestran que la conformacion mas estable del ligante bpyTAML
no es un ciclo simétrico. Sin embargo, los espectros de RMN son sencillos y lo
muestran como si lo fuera, por lo que se piensa que en disolucion, el ligante se
encuentra en un equilibrio dindmico entre sus distintas conformaciones, similar a lo
que ocurre con el ciclohexano.

e [a metalaciéon del bpyTAML produce un complejo donde el ligante forma un
“plano” alrededor del metal con 4 ciclos, 3 de ellos de 5 miembros y el otro de 9
miembros. El ciclo de 9 miembros provoca que la estructura de los complejos sea
poco estable, por lo que la demetalacion del complejo y la hidrélisis del ligante se
producen en disolucion. Bajo estas circunstancias Unicamente fue posible
caracterizar los complejos con Ni y Co.

e En el complejo Li[Co-bpyTAML] el metal se oxidé a Co", y la evidencia

experimental respaldada con calculos DFT indican que tiene una geometria

octaédrica con 2 moléculas de agua en las posiciones axiales. Mientras que en el
complejo Lis[Ni-bpyTAML] el metal no se oxidé quedando como Ni'. Se cree que
el efecto inductivo de los anillos piridinicos reduce la carga electronica sobre el
metal, por lo que no se promovi6 la oxidacion como en el caso de otros complejos
Ni-TAML informados.
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Los célculos DFT demostraron que en la estructura de los complejos metalados los
anillos de piridina se encuentra formando un angulo de aproximadamente 80° por lo
que los N-piridinicos no estan en la posicion adecuada para coordinar un metal
como quelato bidentado. Debido a esta caracteristica estructural, fue imposible
coordinar el complejo de rutenio al bpyTAML para formar la especie bimetalica
deseada.

A partir de la hidrolisis de los complejos M-bpyTAML fue posible obtener 3 nuevos
complejos con Cu, Co y Ni, los cuales posteriormente se sintetizaron directamente
por una ruta alterna. En los complejos de Cu y Ni el metal se encuentra en estado de
oxidacion +2 y tienen una geometria plana de cuadrado, mientras que en el
complejo de Co el metal se oxid6 a Co™ adoptando una geometria octaédrica con un
grupo hidroxilo y un agua en las posiciones axiales.

Por otra parte, en lo que se refiere al estudio cinético realizado sobre la reaccion de
oxidacién de glucosa con glucosa oxidasa, los complejos de rutenio exhibieron
distintos efectos dependiendo principalmente del estado de oxidacion del metal.

De manera general los complejos de Ru' inhiben la reaccion enzimatica de forma
reversible y se obtuvieron valores de ki = Km por lo que no se consideran fuertes
inhibidores de la reaccion. El complejo de coordinacion [Ru(bpy);]Cl, actiia con un
mecanismo de inhibicidon competitiva, es decir, Unicamente se une a la enzima
bloqueando la union del sustrato. Se considera que el sitio de union es cerca al sitio
activo de la enzima. Los complejos mono ciclometalados de Ru"
[Ru(phpy)(bpy)2]Cl y [Ru(phpy)(phen),]Cl, actuaron con un mecanismo de
inhibicién no competitiva, lo que implica que se pueden unir tanto a la enzima como
al complejo enzima-sustrato impidiendo la catalisis, se considera que su sitio de
union es mas alejado del sitio activo.

Por su parte en los complejos de Ru'™ [Ru(phpy)(bpy).]Cl. y [Ru(phpy).(bpy)]Cl,
se encontraron 2 comportamientos, el primero actuando como activadores de la
reaccion acelerando el consumo de O, y el segundo como inhibidores (cuando
termino la fase de activacidon). Este comportamiento permite explicar porque los
complejos de Ru" pueden oxidar el sitio activo de la enzima por una reaccion redox
(como ocurre con el O5), durante el cual el complejo se reduce a Ru" y empieza a
actuar como inhibidor. Sin embargo, en la fase de activacién se encontré un
comportamiento no monotdnico, es decir, que el efecto de activacion no es
proporcional a la concentracion del complejo. De hecho, el mayor efecto se obtuvo
cuando se uso la concentracion de complejo mas baja. El sitio de accion de estos
complejos también es alejado del sitio activo.
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e Los estudios cinéticos realizados, forman parte de la base para buscar los
mecanismos de accion, a través de los cuales los complejos de rutenio pueden
combatir el cancer.
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10. Anexos
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cis-[Ru(phpy)(phen)(CH;CN),]PF, (4). RMN 'H en CD;CN
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trans-[Ru(phpy)(phen)(CH;CN),|PF; (5). RMN 'H en CD;CN
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cis-[Ru(phpy)(phenCO)(CH;CN),] PF; (6). RMN 'H en CD;CN
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trans-[Ru(phpy)(phen)(phenCO)]PF; . (7). RMN 'H en CD;CN
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[Ru(phpy)(phen)(bpyCO,H)]PF; (8). RMN 'H en CD;CN
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Espectro de infrarrojo compusto 11 acido 2-ftalamidopropioénico
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bpyTAML RMN HETCOR
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Cu-15. EPR CH;0H, 77K.
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Abstract Cyclometalated Ru' derivatives of 2-phenyl-
pyridine (Hphpy) [Ru(phpy)(bpy).ICl (1a) and [Ru(ph-
py)(phen),]Cl (1b) (bpy is 2,2'-bipyridine, phen is 1,10-
phenanthroline) behave as noncompetitive inhibitors of
glucose oxidase from Aspergillus niger in the enzyme-
catalyzed oxidation of p-glucose by O, into the corre-
sponding lactone at pH 5.0 and 25 °C. The enzymatic
activity has been measured by monitoring the O, con-
sumption. The inhibition constants K; are 0.036 and
0.017 M for 1a and 1b, respectively, indicating that 1b
inhibits the enzymatic activity more efficiently than 1la.
The well-known coordination compound [Ru(bpy);]Cl, (2)
behaves, in contrast, as a competitive inhibitor, with
K; = 0.018 M under the same conditions. The monophasic
consumption of O, in the case of 1a, 1b, and 2 is replaced
by a distinct two-phase kinetics in the presence of the cy-
clometalated Ru™ compound [Ru(phpy)(bpy),ICl, (3),
which was obtained from 1a in the presence of a large
excess of H,O, and the iron TAML activator. Interestingly,
the rates of the first and the second phases are influenced by
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3 in a different way. The rate of the first phase is noticeably
higher in the presence of Ru', although the dependence is
nonmonotonic and maximal acceleration is observed at the
lowest loadings of 3. The rate of the second phase
decreases monotonically on increasing the concentration of
the ruthenium complex in solution. The nonmonotonic
action of 3 was confirmed by using the doubly cyclo-
metalated Ru™ derivative [Ru(phpy),(bpy)]CL. The diverse
rate variations induced by 3 accounted for acceleration by
Ru" of the O, reduction by the reduced form of glucose
oxidase during the first phase, which ceases after the
enzymatic reduction of Ru"™ to the Ru" species, the latter
behaving similarly to 1a as the inhibitor of the enzyme.

Keywords Ruthenium - Cyclometalation - Glucose
oxidase - Kinetic inhibition - Activation

Introduction

Studies of various interactions of inorganic and organo-
metallic compounds with glucose oxidase (GO) from
Aspergillus niger, the enzyme that catalyzes the oxidation
of B-p-glucose by O, to the corresponding lactone via
Eq. 1 [1], have a long history [2].

OH
OH

OH GO o)
+0; —

HO' HO' OH
HO

+ H,0,

(1)
Along with other organometallics, ruthenium [3] and

osmium [4] complexes appear to be similarly advantageous
compared with earlier introduced ferrocene derivatives [5]
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in their ability to oxidize the reduced active site of GO and
as such appear to be involved in the mediated electron
transfer from the reduced flavin adenine dinucleotide
(FADH;) at an electrode [5]. The mechanism of catalysis
by GO consists of two processes, viz., the oxidation of B-b-
glucose by the enzyme in the resting state (GO,y; Egs. 2, 3)
followed by the oxidation of the reduced enzyme (GO,q)
by O, (Eq. 4), leading to hydrogen peroxide [1].

GOyx + fi-p-glucose = {GOyy, p-p-glucose} (Ks) (2)
{GOx, f-p-glucose} — GOyeq + D-gluconolactone  (k;)

(3)
GOyeq + 02 — GOy + H205  (ko,) (4)
GOreq + 2MLI — GOy + 2MLI" " (kyy) (5)
GOyreq + MLZ1+ = {GOre4, ML;’”} (Km) (6)

{GOreq; MLY*} 4+ 05 — {GOox, ML!""} + H,0,  (kmo,)
(7)

Metal complexes—ferrocene derivatives, ruthenium,
and osmium compounds—are capable of reoxidizing
GO,q instead of dioxygen via the step shown in Eq. 5,
which is usually a first-order reaction in both GO,.q and
ML™. Quite remarkably, the second-order rate constants
ki, particularly in the case of cyclometalated ruthenium [6]
and osmium [7, 8] species, may exceed ko,, which equals
1.6 x 10° M~ s7! under the optimal conditions [9]. In
many instances, reduced ML)t species are reoxidizable
electrochemically to ML'*, and therefore bioamperometric
monitoring of D-glucose, in particular, as well as other
analytes in the presence of corresponding oxidases is feasible.

The reduced enzymatic active sites are reoxidized by
ML”" although ML~ species are inactive. Corre-
spondingly, ML2'" complexes are, to a certain extent,
substrates of enzymes, which possess a definite affinity for
the enzymatic active sites. Inactive reduced complexes of
the form ML~V are structurally similar to ML""; they
differ just in the overall charge. This structural similarity
suggests that reduced MLY"~"* species may bind revers-
ibly to enzymes and affect their catalytic activity, partic-
ularly the ability to reduce dioxygen. It is thus desirable to
know to what extent ML{"~"" complexes can retard the
activity of oxidoreductases. Therefore, in this work we
report results of studies of inhibition of dioxygen uptake by
GO from Aspergillus niger by cyclometalated Ru" com-
plexes 1a and 1b (Fig. 1), which in contrast to their Ru™
counterparts cannot reoxidize GO,y The structurally
similar Ru" complex 2, which does not have a cyclo-
metalated ligand, has also been investigated for compari-
son. We have found that Ru" compounds 1a, 1b, and 2
retard the reduction of O,, although the Ru'™ derivative of
1a, complex 3 (as well as 4), increases the speed of O,

@ Springer

uptake. Coordinatively saturated, resistant to ligand
exchange cyclometalated Ru" complexes have recently
been discovered as potential substitutes for cisplatin in the
cancer therapy [10, 11]. Their inertness in ligand exchange/
substitution allows us to hypothesize on the operative
anticancer mechanism, which may be other than through
the binding of complexes to DNA. It could rather be related
to the activity of caspase 8 and generation of reactive
oxygen species (ROS) [12]. ROS are produced and quen-
ched by redox-active proteins and enzymes. Cyclometa-
lated ruthenium complexes may affect the performance of
these biomolecules in various ways. Knowledge of general
features of these effects might be key for understanding
mechanisms of action of cycloruthenates as anticancer
drugs. Correspondingly, in this work we have considered
GO as a model oxidoreductase enzyme to study the effects
of ruthenium complexes such as 1a, 1b, 2, 3, and 4 (Fig. 1)
on the speed of enzymatic reduction of dioxygen.

Results

General considerations and inhibition of GO
by ruthena(Il)cycles 1a and 1b

Provided the mechanism displayed in Eqs. 2—4 is opera-
tive, the rate of dioxygen reduction is given by Eq. 8,
which is a variant of the Michaelis—Menten equation with
Vm = k1k02 [Oz][E]/(kl + koz [02]) and Km = kosz [02]/
(k1 + ko,[02]):

ki k 2[02]
d[0,]  Rike,py EIlS]

dt ~ ko,Ks[0o]
Bi-Hhoy 03] T [5]

(3)

This allows us to use a standard approach based on the
Michaelis—Menten equation for analysis of the inhibition of
GO activity by the Ru" compounds presented in Fig. 1.
Figure 2a shows dependencies of steady-state rates of O,
consumption as a function of p-glucose concentration in
the absence and in the presence of different concentrations
of ruthena(Il)cycle 1a. There is a distinct retardation of
the activity of GO by 1a, the effect increasing with
increasing inhibitor concentration. The corresponding
Lineweaver—Burk plots shown in Fig. 2b confirm that (1)
the reaction follows Michaelis—Menten kinetics and (2) the
noncompetitive mechanism of inhibition is operative
because the straight lines intersect at a common point on
the x axis [13]. The values of the calculated effective
maximal rates (Vi err) and effective Michaelis constants
(Kmerr) In Table 1 confirm the mechanistic conclusion
because the K, ¢ values are essentially independent of the
concentration of 1la, but the V. values decrease
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Fig. 1 Complexes used in this work: ruthenium(II) cyclometalated compounds 1a and 1b with a ¢ Ru—C bond, coordination compound 2, and
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Fig. 2 a Steady-state rates of dioxygen uptake by glucose oxidase
(GO) (1 x 1078 M) as a function of D-glucose concentration at
various concentrations of la (0, 0.001, 0.004, 0.009, and 0.016 M
from a to e, respectively) at pH 5.0 (0.05 M phosphate) and 25 °C.

systematically with increasing 1la concentration. The
inverse of V. is a linear function of the concentration
of 1la (Fig. S1) and thus an inhibition constant K; of
0.036 M was calculated because (Vm,eff)fl = (Vm)f1
(1 + [Ru")/K)) [13]. The value of K; indicates
comparable affinity of la and bp-glucose toward GO
because the K, .¢ values for p-glucose are in the range
of 0.01-0.03 M [1], which agrees with value of 0.016 M
found in this work at zero concentration of 1a (Table 1).
Ruthena(Il)cycle 1b behaves similarly to 1a, as expec-
ted (Fig. S2a). The noncompetitive inhibition scheme was
similarly confirmed (Fig. S2b, Table 1). It is though a

[D-Glucosc-:-]'1 /M

b The corresponding double reciprocal plot showing that the lines
intersect the x axis at a single point, indicative of a noncompetitive
inhibition

slightly better inhibitor of GO than 1a, as revealed by a
smaller value of K; (0.017 M) calculated from the corre-
sponding linear plot included in Fig. S1.

Inhibition of GO by tris(2,2-bipyridine)
ruthenium(II) (2)

The rate versus p-glucose concentration profiles in Fig. 3a
look slightly different from those in Figs. 2a and S2a for
ruthena(Il)cycles 1a and 1b . The Lineweaver—Burk plots
in Fig. 3b highlight the origin of dissimilarity, which is a
switch from the noncompetitive to competitive inhibition
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Table 1 Effective maximal rates and Michaelis constants for the
oxidation of p-glucose by O, catalyzed by glucose oxidase from
Aspergillus niger calculated using the Lineweaver—Burk routine from
the measured dependence of O, consumption in the p-glucose con-
centration range from 0.0025 to 0.1 M

[Ru'] 10" X Vierr 10% X K efr K; (M)
™M) M s ™)
1b
0 102 £ 0.1 1.58 + 0.04 0.017 £ 0.002*
0.0025 92 +02 1.76 + 0.06
0.0075 7.6 £0.1 1.71 + 0.04
0.009 6.5+ 0.3 1.82 + 0.09
1a
0 10.2 + 0.1 1.58 &+ 0.04 0.036 + 0.005*
0.001 9.2 + 0.1 1.59 + 0.02
0.0038 8.1+ 0.1 1.54 + 0.01
0.009 7.9+ 0.1 1.64 + 0.04
0.016 6.6 + 0.1 1.58 + 0.02
2
0 21.8 + 0.3 231 £ 0.03 0.018 + 0.006"
0.0025 213 +0.1 2.58 £ 0.01
0.00375 202 £ 0.2 2.67 £ 0.03
0.0050  20.0 £ 0.3 2.85 + 0.04
0.0075 204 + 0.2 3.24 + 0.03

The conditions were as follows: 1 x 1077 M glucose oxidase for 1a
and 1b and 2 x 1077 M glucose oxidase for 2, pH 5.0 (0.05 M
phosphate), 25 °C

* Noncompetitive scheme

® Competitive scheme

mechanism. In fact, the straight lines intersect virtually at a
single point on the y axis (Fig. 3b, inset), the V,, ¢ values
are unaffected by the presence of 2 (Fig. S1), but the
effective Michaelis constants K, . have a tendency to

increase with increasing concentration of 2 (Fig. S3,
Table 1). In the case of the competitive inhibition,
K et = K (1 + [Ru")/K;) [13], and therefore K; = 0.018
M was calculated from the plot of K, .¢r versus Ru" con-
centration (Fig. S3). Despite different inhibition schemes
being realized, the values of the inhibition constants K;
summarized in Table 1 are similar for cycloruthenated spe-
cies 1 and noncyclometalated compound 2. It is also worth
mentioning that the affinity of ruthenium compounds 1 and 2
in terms of Kj is similar to that of p-glucose in terms of K.

Activation of GO by ruthena(Ill)cycle 3

The kinetic curves for the GO-catalyzed reduction of O,
both in the absence and in the presence of Ru'' complexes 1
and 2 are typical of enzymatic processes and contain sig-
nificant steady-state portions as exemplified in Fig. 4.
However, the kinetics change noticeably in the presence of
ruthena(Ill)cycle 3. The entire kinetic curve appears to be
divided into two phases by a break point (Fig. 4). The rate
of O, consumption during the first phase, which becomes
longer on increasing the concentration of 3, is higher than
the rate in the absence of the Ru"™" complex. The rates as a
function of Dp-glucose concentration were measured at
variable loadings of Ru"™. The data in Fig. 5 indicate that
Ru™ enhances the GO activity, although the activating
effect is nonmonotonic, which is very unusual. In fact, the
maximal acceleration is observed at the lowest loading of
Ru™ (Fig. 5). As before, the data were analyzed using the
Lineweaver—Burk routine, and the corresponding values of
Vet and Ky, e;r are summarized in Table 2. Although
these values are determined with a lower accuracy than
those in the case of the inhibiting Ru" compounds (for
reasons, see below), one may conclude that Ru™ increases
Vinetr although K, ¢ remains virtually unchanged as in the

A 16e6 — B
x|
_ . " 6.0e+6
o | K
= [Ru"] (M) 0.0000 =
> 0.0025 —= 4.0e+6
T 8.0e-7 0.0037 o)
= 0.0050 = }
Q, 0.0075 £ [RuT (M) g-gggg
S . i
' 00037 | | 2080
0.0025
0.0000
OO 1 Il L L ] 1 L ] L
0.00 002 004 008 008 0.10 g 100 200 300 400

[D-Glucose] /I M

Fig. 3 a Steady-state rates of dioxygen uptake by GO (2 x 107° M)
as a function of p-glucose concentration at various concentrations of 2
(0, 0.0025, 0.0037, 0.0050, and 0.0075 M) at pH 5.0 (0.05M
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[D-Glucose] ' / M

phosphate) and 25 °C. b The corresponding double reciprocal plot
showing that the lines intersect the y axis at a single point, which is
consistent with a competitive inhibition
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Fig. 4 Dioxygen uptake by GO (2 x 10~® M) in the presence of Ru'"
and Ru™ complexes (0.0025M 2 and 0.0005M 3) at 0.1 M
D-glucose, pH 5.0 (0.05 M phosphate), and 25 °C. Solid lines indicate
the how the corresponding rates of O, uptake were measured
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Fig. 5 Rates of the first phase of dioxygen uptake by GO
(2 x 1078 M) as a function of D-glucose concentration at various
concentrations of Ru™ complex 3 (0, 0.0005, 0.001, and 0.0015 M) at
pH 5.0 (0.05 M phosphate) and 25 °C

case of 1a (Table 1). This observation suggests that Ru'"

does not compete with p-glucose for the binding site but
enhances the effective catalytic rate constant.

Table 2 Effective maximal rates and Michaelis constants for the first
and second phases of the oxidation of p-glucose by O, catalyzed by
glucose oxidase from Aspergillus niger in the presence of Ru™

The rates of the second phase, which were measured as
shown in Fig. 4, reveal the opposite trend. As in the case of
complexes la and 1b introduced to the reaction mixture
directly, there is systematic rate retardation on increasing the
ruthenium loading (Fig. 6). Similarly determined values of
Vinetr and Ky, ¢ are collected in Table 2 as well. If these data
are compared with the corresponding data for 1a in Table 1,
one may see a clear match, i.e., the values of K, ¢ do not
change although the V., . values decrease on increasing the
effector concentration as anticipated for the noncompetitive
mechanism. In other words, the second phase in the case of
Ru' resembles the inhibiting effect of Ru" complex 1a and
therefore the break in Fig. 4 occurs presumably because of the
conversion of Ru™, which is an activator of GO activity, into
Ru", which is an inhibitor of GO activity.

There is nothing unexpected in the reduction of Ru™ to Ru"
by the GO/p-glucose system via Eq. 5. More interesting is the
activation of GO by Ru™. Unusual is the effect itself and its
dependence on the concentration of Ru'™. Wishing to find out
how general the effect is, we tested doubly cyclometalated Ru™
complex 4, which differs from 3 by a significantly reduced, by
about 0.6 V, reduction potential for the Ru™™ couple [14]. The
datain Fig. 7 show that complex 4 behaves similarly to complex
3. It splits the entire process into two phases. The first phase is
noticeably faster in the presence of Ru™ and its smaller loadings
cause larger accelerations, i.e., the effect is nonmonotonic.

The activation of GO by Ru™ for both 3 and 4 is observed
until all Ru™ is enzymatically reduced to Ru". This means that
the activation by Ru™ is monitored in the presence of a certain
amount of Ru" in the system. Therefore, the activation is
always realized along with inhibition. Two opposite phe-
nomena may thus cause lowered accuracy in determining
Vinetr and K, o¢r during the first phase of dioxygen con-

sumption in the presence of Ru'".

Discussion

Cycloruthenated compounds la and 1b and tris(bpy)
ruthenium(Il) complex 2 (bpy is 2,2-bipyridine) are

complex 3 calculated using the Lineweaver—Burk routine from the
measured dependence of O, consumption in the D-glucose concen-
tration range from 0.0025-0.1 M

[Ru™] (M) 1st phase 2nd phase

10" X Vierr M s™) 10> X K err (M) 10" X Vigerr M s™") 10> X K err (M)
0 173 £ 0.3 1.51 + 0.09 173 £ 0.3 1.51 + 0.09
0.0005 64 +2 26 +£04 11.8 £ 0.5 1.0 £ 0.1
0.0010 64.8 £ 0.4 4+ 1 11.5 £ 0.7 1.3+02
0.0015 22 4+5 1.8 £ 0.6 11.4 £ 0.8 14 +03

The conditions were as follows: glucose oxidase concentration equal to the concentration of 3, pH 5.0 (0.05 M phosphate), 25 °C
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Fig. 6 Rates of the second phase of dioxygen uptake by GO
(2 x 107 M) as a function of p-glucose concentration at various
concentrations of Ru™ complex 3 (0, 0.0005, 0.0010, and 0.0015 M)
at pH 5.0 (0.05 M phosphate) and 25 °C
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Fig. 7 Dynamics of dioxygen uptake by GO (1 x 107% M) in the
absence and in the presence of Ru™ complex 4 at various
concentrations at 0.1 M p-glucose, pH 5.0 (0.05 M phosphate), and
25 °C. Solid lines indicate how the corresponding rates of O, uptake
were measured

structurally similar but differ in the overall charge, which is
+1 for 1a and 1b and +2 for 2. Compounds 1a, 1b, and 2
contain Ru". An extra feature that makes compounds 1a,
1b, and 2 different is the nature of their highest occupied
molecular orbital. It is essentially based on the ruthenium
atom in the case of 2 [15] but in 1a and 1b it is significantly
extended at the phenyl ring, which is bound to ruthenium
via a ¢ M—C bond, i.e., at the cyclometalated ligand [16]. It
is, however, difficult to tell precisely which of the two features
causes which mechanism of inhibition is operative, i.e., non-
competitive for 1a and 1b and competitive for 2. Increasing
the overall charge of 1a by going to the Ru"" derivative 3 does
not make ruthenacycle 3 a competitive inhibitor but rather
makes it a promoter of the enzymatic activity. Thus, the charge
of +2 is probably not a decisive factor for the competitive
mechanism of inhibition.

@ Springer

There is an extra feature that differentiates complexes
1a and 1b from 2. The ICs, values with respect to certain
cell lines are four orders of magnitude lower for ruthena-
cycles 1a and 1b [11] compared with 2 [17, 18]." In fact,
this makes the former promising anticancer drugs. The data
reported here suggest that the ability of molecules to retard
enzymatic activity may not correlate at all with ICsq
because the K; values summarized in Table 1 are close to
each other. There might be a relation between ICsq and the
mechanism of inhibition, although much deeper studies are
required to claim this with certainty.

The activation of GO by Ru™ complex 3 is an unex-
pected challenge. All previous knowledge of interactions of
GO,q with Ru'™ suggests rather the opposite effect, i.e., a
decrease in the rate of O, uptake. If both O, and Ru'!
compete for the reduced active site of the enzyme (Eqs. 4,
5, respectively), the steady-state rate of the enzymatic O,
reduction should be given by Eq. 9:

kiko, (0]

d[0,] _ BTk, O]tk M] [E][S] o
dr — ko,Ks[0s]
7o 0 T (5]

Under the saturating concentrations of D-glucose,
([S] > ko,Ks[02]/ (ki + ko,[02] + km[M])), Eq. 9 reduces
to Eq. 10, which predicts a hyperbolic decrease of the
reaction rate with increasing concentration of Ru™ (M in
Egs. 9, 10):

do,] _ kiko, O]
dr ki + ko,[02] + km[M]

[E] (10)

The effect of Ru™ could formally be interpreted in terms
of the mechanism summarized by Egs. 24, 6, and 7. For
simplicity, Eq. 5 is excluded from the consideration for a
moment. The additional steps shown in Eqgs. 6 and 7
assume that Ru™ is also capable of binding to GO,eq
somewhere away from the active site, i.e., it does not
reoxidize GO,.q, and the {GO,.q, ML"*} associate reduces
O, with rate constant kyo,. The steady-state rate of O,
reduction is then described by Eq. 11:

A0, _ tiaen oo IS

- dr ko, [02]KsKwm (11)
ki Ky + ki M] + ko, [O2]Km

As above, at the saturating concentrations of pD-glucose
([S] = o) and provided kiKyu < ki[M]+ ko, [O2]Kwm,
Eq. 11 reduces to Eq. 12, which predicts the activating
effect of Ru™ because of the kyo,[M] term in the
numerator:

! We are grateful to the reviewer for directing our attention to the
ICsq issue.
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_d[0s] _ ki(ko,Km + kno, [M])[O5][E] (12)
e K (ki + ko, [02])

Strictly speaking, the step shown in Eq. 5 should also
not be ignored completely because, as mentioned earlier,
Ru'™ reduces eventually to Ru" as suggested by the two-
phase kinetics such as shown in Figs. 4 and 7. If the step
shown in Eq. 5 is taken into account, the activation by Ru'™
could still be qualitatively observed provided kmo, > km.

The main conclusions drawn from this investigation are
presented schematically in Fig. 8. Complexes structurally
similar to tris(bpy)ruthenium(Il) interact/bind with/to dif-
ferent sites of GO and affect differently its ability to cat-
alytically reduce dioxygen. The kinetic data suggest that
tris(bpy)ruthenium(Il) itself (complex 2) as a competitive
inhibitor should bind somewhere close to the binding site
of B-p-glucose. Ruthena(Il)cycles 1a and 1b, the charge of
which is 41 as opposed to 42 for 2, should bind at some
distance from the binding site of B-p-glucose because they
behave as noncompetitive inhibitors, i.e., 1a and 1b do not
affect the affinity of the substrate for the enzyme.

Ruthena(Ill)cycles 3 and 4, particularly in low doses,
enhance the enzymatic activity. Therefore their localization
in the proximity of the B-p-glucose binding site is unlikely.
In this case the basic role of Ru"" species is to facilitate an
electron transfer from FADH, of GO,.4 at O, and therefore
we hypothesize that the Ru™ complexes may accomplish
this via binding closer to the izoalloxazine ring of FADH,
and serving as a functional bridge between FADH, and O,.
Needless to say, the exact mechanism of activation of GO
by cyclometalated Ru™ complexes is not clear at the
moment and more effort should be made to clarify it. The
effect found here is perhaps related to the recently estab-
lished phenomenon of ‘“nonmonotonic dose—response
curves.” This is when low concentrations of endocrine-
disrupting chemicals produce a stronger effect on a human
organism than when they are used at higher concentrations

oH OH Glucose
0_binding site Binding site o
oH L 1 ruthena(ll)cycles

oH OH (

2 binding site
(inhibition)
(activation)

Fig. 8 Various locations of ruthenium complexes within a GO
molecule resulting in competitive (2) and noncompetitive (la, 1b)
inhibition along with increasing (3 and 4) the ability of the enzyme to
reduce O,

[19-22]. This well-recognized phenomenon is insuffi-
ciently understood at a molecular level. The effects of Ru'™
on GO activity described here exemplify also a nonmon-
otonic dose response. Perhaps understanding this minor
case will help to resolve a significantly more fundamental
problem aimed at avoiding hazards from chemicals tar-
geted at the human endocrine system.

In conclusion, the results obtained using a “model” GO
enzyme suggest that the cyclometalated Ru" and Ru'™
complexes have a variety of options in tuning the enzy-
matic activities of oxidoreductases. GO is an example of a
“fine” tuning in terms of the values of K;, which are not
large. However, the result is not striking because the K;
values are of the same order of magnitude as the Michaelis
constant K, for B-p-glucose, a natural substrate of GO. We
speculate here that the effects could be significantly larger
for enzymes with much higher affinity toward their natural
substrates. An example is prolyl hydroxylase domain
(PHD) dioxygenase. It is an iron-containing oxidoreduc-
tase, the biological role of which is to hydroxylate proline
residues of a hypoxia-inducible factor protein in the pres-
ence of a-oxoglutarate and dioxygen [23]. High activity of
PHD is crucial for suppressing the growth of tumor cells,
but its activity is suppressed by ROS. ROS oxidize Fe' of
PHD to Fe'" and the enzyme loses the ability to activate
0,. Interestingly, K., for a-oxoglutarate is 2.2 x 107’ M
[24], which indicates that the affinity of a-oxoglutarate
toward PHD is five orders of magnitude higher than that of
D-glucose toward GO. Thus, ruthenacycles similar to 1a
and 1b, which revealed exceptional anticancer activity
[11], could be potential efficient effectors of the enzymatic
activity of PHD. This statement is now under extensive
investigation.

Materials and methods
Chemicals

GO from Aspergillus niger was obtained from Sigma
(211 Umg™ ") and p-glucose was obtained from Acros.
KH,PO,, RuCl;, 2-phenylpyridine, 1,10-phenanthroline,
bpy, KPFg, and a Dowex 1X8 200 ion exchange resin were
obtained from Sigma-Aldrich. All solvents used were of
high-performance liquid chromatography grade from
Fischer. Stock solutions of the ruthenium complexes
(0.015 M) were prepared by dissolving complexes 1a, 1b,
2,3, and 4 in 3.5 mL MeOH and this solution was added to
31.5 mL phosphate buffer of pH 5 (0.05 M). Two stock
solutions of p-glucose (0.03 and 0.3 M) in the pH 5 buffer
were allowed to stand overnight at 25 °C to ensure equil-
ibration between o and  anomers before measurements. A
stock solution of GO (1.5 x 1077 M) in phosphate buffer

@ Springer



554

J Biol Inorg Chem (2013) 18:547-555

of pH 5 (0.05 M) was prepared after determination of the
active flavin adenine dinucleotide (FAD). All solutions
were kept in a refrigerator. The water-soluble chloro
complexes 1a and 1b were made from the corresponding
[Ru(phpy)(NN),]PFs (Hphpy is 2-phenylpyridine, NN is
bpy or 1,10-phenanthroline) precursors using a previously
described method [25]. The corresponding [Ru"(ph-
py)(NN),]PFs complex (400 mg) was dissolved in 3 mL of
a 1:1 (v/v) MeOH-CH;CN mixture and the solution was
brought on a column charged with 2 g Dowex 1X8 200 ion
exchange resin in a C1~ form. The product was eluted with
MeOH. The purple fraction was collected, the solvent was
evaporated, and the solid was dried in a vacuum. Anion
exchange was quantitative (more than 98 %) and 'H NMR
spectra were similar to those of the PFs~ compounds. IR
analysis showed the disappearance of the PFs~ band at
831 cm ™. [Rum(phpy)z(bpy)]Cl (4) was prepared as
described elsewhere [14].

Synthesis of [Ru™(phpy)(bpy),]CL, (3)

Complex 1a (150 mg) and 7.5 mg of iron TAML as a
catalyst (obtained from GreenOx Catalysts, Pittsburgh, PA,
USA) were dissolved in 20 mL water. A saturated solution
of NaCl (2 mL) was added, followed by a slow dropwise
addition of 30 % H,0O, (1.5 mL). The mixture was stirred
overnight, and the product was extracted three times with
10 mL CH,Cl,. The organic layers were dried over sodium
sulfate, and the solvent was evaporated to dryness under a
vacuum. The resulting paramagnetic purple-red solid was
used without further purification. Yield 63 mg (40 %).
Positive electrospray ionization M* = 568 m/z. The
extinction coefficient in the UV-vis spectrum was
7,400 M~ ! cm™! at 540 nm in MeOH.

Methods

The UV-vis spectra were obtained using an HP 845x
diode-array spectrophotometer. '"H NMR measurements
were made using a Bruker 300 MHz instrument. Fourier
transform IR data were collected on a Bruker Alpha-P
using ATR. Mass spectra were recorded using a Thermo
Fisher LCQ ESI+ ion trap mass spectrometer.

Titration of GO

Enzyme concentrations are expressed as molarity of cata-
lytically active bound FAD. Active FAD was determined
by UV-vis spectroscopy using the method of Swoboda and
Massey [26]. The absorbance of a 10 UM solution of the
GO, in phosphate buffer of pH 5 (0.05 M) was measured
at 450 nm. p-Glucose (20 pL, 0.3 M) was added and the
absorbance of GO,.q was determined. The extinction
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coefficient used was 1.41 x 10* M~! cm™'; the amount of

active FAD found was 91 %.
Kinetics of enzymatic O, uptake

The measurements were made using a homemade Clark
electrode with a Mylar surface (YSI, Yellow Springs, OH,
USA) equipped with a YSI 5331 probe in a 1.5-mL cell, the
temperature of which was controlled at 25 °C. The cali-
bration was performed as follows. The cell was filled with
distilled water at 25 °C with stirring and the voltage was
recorded. Then the cell was cleaned and filled with the
previously deoxygenated water (in a vacuum and bubbled
with argon) and a lower voltage was recorded. The drop of
0.06 V was referred to 1.21 x 107> M 0O, (O, concentra-
tion in water at 25 °C). The voltage was related to the
concentration of O, in solution as suggested elsewhere [27]
using the following equation:

0.00121 (M)

[02] (M) = (V: — VO)T(V)

Here V; and V) are the observed potential and the potential
at zero O, concentration, respectively. The buffer was first
added to the cell, followed by a ruthenium complex solu-
tion and GO. The solution was stirred, and the recording
device was turned on. The reaction was initiated by the
addition of a solution of p-glucose after 20 s, and the cell
was immediately sealed. Time intervals between readings
were in the range from 3 to 10 min depending on the con-
centration of p-glucose, which was varied in the range from
0.0025 to 0.1 M. Concentrations of O, were plotted as a
function of time. The corresponding kinetic curves contained
typically significant steady-state portions, i.e., O, concentra-
tions varied linearly with time (the duration of this phase
depends on the concentration of D-glucose). The slopes of the
linear portions were associated with steady-state rates d[O,]/
dr (see Fig. 4) and were used for making the Michaelis—
Menten and Lineweaver—Burk plots. The concentrations of
ruthenium complexes used are indicated in the figure legends.
Each measurement was made at least in duplicate.
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The synthesis of 1,2-C¢Hy(NHCOCMe,NHCO),-3,3'-(2,2"-bpy) (3), a TAML (tetraamido macrocy-
clic /igand) incorporating the peripheral 2,2'-bipyridine unit, is described. Its geometry after optimi-
zation by density functional theory (DFT) indicated a rather unfavorable conformation of four N-H
amide units for forming macrocyclic transition metal complexes. This explains why the iron(III)
derivative of 3 could not be obtained even after deprotonation of the N-H bonds by n-BuLi. Never-
theless, the macrocyclic complex of Co™ was synthesized in moderate yield, characterized, and
explored by DFT. Our data suggest a strongly distorted square-planar geometry of the macrocyclic
complex between Co™" and 3. The dihedral angle between the pyridine rings equals 80° ruling out
the possibility of metal chelation by the bipyridine unit.

Keywords: Macrocyclic complex; TAML; DFT calculations; Cobalt complex

1. Introduction

The chemistry of metal complexes of TAMLs (tetraamido macrocyclic /igands) is a rapidly
developing area of modern applied and academic research [1-5]. Attention to these
compounds and particularly to the iron derivatives is inspired by their exceptional reactivity
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in peroxidase-like oxidations by hydrogen peroxide, together with their prominent opera-
tional stability and resistance to self-destruction during the catalysis [6, 7]. In particular,
iron TAMLs catalyze the oxidative bleaching of various dyes, destruction of polychlori-
nated phenols and nitroaromatics, purification of drinking water by, infer alia, efficient
decontamination of drugs, and endocrine disruptors. The catalysts convert different mole-
cules into small non-toxic fragments, which is their greatest advantage. Deep fragmentation
was shown for polychlorophenols, the fenitrothion pesticide, Orange II, and pinacyanol
chloride dyes [3—5]. Fields of application are truly vast and this inspires research to synthe-
size TAMLs with new structural elements [8—10] for solving specific academic and techno-
logical goals.

Using immobilized TAML catalysts on solid supports is an attractive technological appli-
cation. However, unlike cobalt(Il) porphyrin or phthalocyanine macrocycles, which have
extensively been studied by Costamagna and co-workers and were shown to be easily
attachable to electrode surfaces [11-13], studies on the immobilization of TAML derivatives
are limited [14, 15]. There are numerous routines for the preparation of heterogeneous cata-
lysts, including coordinative immobilization [16]. To achieve this, TAMLs should contain
peripheral coordinative centers (sites). Additional advantage of this approach is that it
allows coordination of other metal units to the peripheral sites and by such to tune elec-
tronic and steric features of the catalysts. The first step in this direction was made in the late
1990s when the “head” aryl group of the prototype TAML 1 was replaced by the pyridine
functionality (figure 1) [17]. TAML 2 is potentially a peripheral bidentate ligand due to the
pyridine nitrogen and the adjacent amide oxygen. Needless to say the oxygen is a poor
donor center and therefore alternative options for introducing stronger donor centers should
be explored. For this reason, it was decided to design TAML containing a peripheral 2,2'-
bipyridine unit such as 3 which could be advantageous when compared to 2.

In this work, a complexation between cobalt(Ill) and ligand 3 was investigated. “Triva-
lent Co is one of the most thoroughly investigated ions in transition metal chemistry ...
Six-coordinate octahedral geometry is particularly dominant in this oxidation state ...
Despite a century of exploration cobalt(IlI) chemistry continues to reward and surprise the
investigator.” These words have opened the chapter “Cobalt” by Bernhardt and Lawrence
in Volume 6 of Comprehensive Coordination Chemistry II [18]. Square-planar configura-
tions of Co™ are significantly less common than octahedral [18] and therefore the synthesis
of 4 is a valid contribution to this field. Square-planar 14-electron Co™ complexes are elec-
tron deficient species. Their axial sites are opened for various molecules and therefore the
complexes are involved in different catalytic processes such as asymmetric epoxidations by
iodosylbenzene [19] and air [20] or hydrogenation of alkenes [21]. They are viewed as
mimics of the metal core of the cobalt containing nitrile hydratase enzymes [22-25]. In fact,

0

Figure 1.  Structure of previously prepared TAMLs and of new ligand 3.
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nitrile hydratase from Pseudonocardia thermophila JCM 3095 contains Co'" stabilized by

two amide nitrogens [26]. Moreover, Co™ complex of 1 was recently shown to catalyze
cycloaddition of CO, to epoxides [27]. Therefore in this contribution we describe the
synthesis of TAML 3, its complexation with cobalt(IIl), characterization of the products
formed, and investigation of the new molecules by density functional theory (DFT)
methods.

2. Experimental

2.1. Materials and methods

The 'H (300.53 MHz) and "*C{'H} (75.56 MHz) NMR spectra were recorded on a JEOL
GX300 spectrometer in DMSO-dg or CD30D. Chemical shifts (6) and coupling constants
(J) are expressed in ppm and Hz, respectively. Two-dimensional shift-correlated experi-
ments (COSY, HETCOR) were used to unambiguously assign the chemical shifts. Elemen-
tal analyses were carried out in an Elementar Vario Micro Cube. EPR measurements were
made with a Jeol JES-TE300 spectrometer. IR spectra were recorded on a Bruker-Alpha
ATR apparatus. UV—vis spectra in methanol were obtained using a Shimadzu 2700 spectro-
photometer. Electrospray ionization mass spectra (ESI-MS) were obtained using a Bruker
Esquire spectrometer. Electrochemical measurements were performed on a PC-interfaced
potentiostat—galvanostat AUTOLAB PGSTAT 12.

All chemicals were purchased from Sigma—Aldrich and used without purification. All
preparative procedures were carried out under dry nitrogen or argon using standard Schlenk
techniques. The solvents were distilled from appropriate drying agents under nitrogen.
2-Methyl-2-phthalimidopropanoyl chloride A [28], N,N'-(1,2-phenylene)bis(2-(1,3-dioxoiso-
indolin-2-yl)-2-methylpropanamide B [29], N,N'-(1,2-phenylene)bis(-amino-2-methylpro-
panamide) C [29], and 3,3'-dicarboxybipyridine acid [30, 31] were prepared as previously
described. The [Co(CH3CN)g](BF,4), precursor was synthesized according to the literature
procedure [32].

2.2. Synthesis of [2,2'-Bipyridine]-3,3"-dicarbonyl dichloride hydrochloride (D)

A solution of 1.0 g (4.1 mM) of 3,3'-dicarboxybipyridine acid in 4 mL of thionyl chloride
was stirred under argon at room temperature for 12 h. Thionyl chloride was removed under
reduced pressure and 5 mL of diethyl ether was added to the flask. The precipitate was fil-
tered off and washed three times with diethyl ether to eliminate residues of SOCl,. The
white solid was dried under vacuum. Yield: 94% (1.36 g). '"H NMR (DMSO-d,) 8.85
(dd, 2 H, 2J=5.0, >J=1.5, H1), 8.54 (dd, 2 H, 2J=17.9, J=1.5, H3), 7.78 (dd, 2 H,
2J=179,2J=5.0, H2). FT-IR (cm™') 2454 (NH), 1711 (CO).

2.3. Synthesis of TAML 3

A mixture of 1.0 g (3.6 mM) of C, 1.27 g (3.6 mM) of D, and 2.0 mL (14.4 mM) of Et;N
in 20 mL of dry THF was stirred at 50 °C for 72 h. The mixture was cooled to room
temperature and the solvent was removed under reduced pressure. The white residue was
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suspended in 10 mL acetone and filtered off. The product was first washed with 10 mL of
2-propanol, then the remaining solid was stirred in 5 mL of 9 : 2 acetone : water mixture to
assure complete elimination of [Ets3NH]CI. The white powder was finally washed several
times with diethyl ether and dried at 80 °C for 5 h under vacuum. Yield: 65% (1.13 g). 'H
NMR (CD;OD) 8.55 (d, 2 H, °J=4.8, H1), 8.21 (d, 2 H, 2/ =7.8, H3), 7.52 (dd, 2 H,
2J=6.1, 2J=3.5, H11), 7.45 (dd, 2 H, 2J=17.8, 2J=4.9, H2), 7.30 (dd, 2 H, >J=6.1,
2J=3.5, H12), 1.64 (s,12 H, H8). >*C NMR (CD;0D) 172.01 (CO, C9), 171.18 (CO, C6),
157.60 (C5), 148.45 (C1), 137.54 (C3), 132.38 (C10), 130.42 (C4), 126.33 (C12), 125.76
(C11), 122.70 (C2), 56.77(C7), 23.81 (C8). IR (cm™'): 3253 (NH), 1659 (CO), 1593 (CO).
UV-vis (MeOH): Amax =242 nm, £=13,500 M~ cm™'. ESI-MS (positive mode): m/z 558
[M + THF]". Anal. Calcd for Co6H,6NgO4:2.5H,0 (%): C, 58.75; H, 5.88; N, 15.81. Found
(%): C, 59.03; H, 5.53; N, 15.71.

2.4. Preparation of 4

Ligand 3 (50 mg, 0.1 mM) was dissolved in 10 mL of dry THF at 0 °C and 0.25 mL
(0.4 mM) of n-BuLi (1.6 M in hexane) was added dropwise. The solution was stirred for
20 min and allowed to reach room temperature. The reaction mixture was cooled to 0 °C,
[Co(CH3CN)6](BF4), (48 mg, 0.1 mM) added, and the mixture was stirred for 18 h at room
temperature. A green brownish precipitate was formed. Air was bubbled through the solu-
tion for 2 h and the precipitate turned brown. The suspension was filtered through Celite.
The precipitate was first washed with THF and acetonitrile before elution with ethanol. The
solvent was evaporated and the green-brownish solid was washed with 3 mL of 9:1 ace-
tone : water mixture to eliminate remaining lithium salts, washed with diethyl ether, and
dried under reduced pressure. Yield: 40% (23 mg). 'H NMR (CD;0D) 8.76 (dd, 2 H,
2j=58,27=3.0, H11), 8.47 (d, 2 H, >2J=3.6, H1), 8.15 (br d, 2 H, 2J=7.5, H3), 7.44
(br, 2 H, H2), 6.95 (dd, 2 H, 2J=5.8, 2J=3.0, H12), 1.53 (s,12 H, H8). °C NMR
(CD;0D) 179.98 (CO, €9), 173.38 (CO, C6), 157.65 (C5), 147.21(C1), 144.17 (C10),
136.65(C3), 135.47 (C4), 122.45 (C2), 122.13 (C12), 120.90 (C11), 56.91(C7), 27.95
(C8). IR (cm™): 1595 (CO), 1575 (CO). UV-vis (MeOH), Amax =260 and 295 nm,
£=12,800 and 6100 M~" cm™", respectively. ESI-MS (negative mode): m/z 541 [M] ™. Anal.
Calcd for Cy5CoH»,LiNgO44.5H,0 (%): C, 49.61; H, 4.96; N, 13.35. Found (%): C,
49.78; H, 4.91; N, 13.05.

2.5. Computational details

The DFT calculations were performed with Gaussian 09 rev.B.01 [33] using Becke’s three
parameter hybrid functional [34, 35] along with the Lee—Yang—Parr correlation functional
[36] and basis set 6-311G. This approach appeared to be very reliable for DFT studies of
TAML complexes [37]. The geometries for 4 were obtained by full optimization in the gas
phase until the default convergence criteria were met. The multiplicity of 4 was set to 1 in
accordance with the ESR evidence. The initial model of 4 was built using the previously
reported X-ray structural data for the Co™ complex of TAML 1 [27]. Multiple conformers
were computed and the one with the lowest energy was reported. Calculations for ligand 3
were done both in the gas phase and THF solution by invoking the implicit continuum
solvent model [38].
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3. Results and discussion

3.1. Synthesis and DFT analysis of TAML ligand 3

TAML ligand 3 was prepared in five steps as shown in scheme 1. The synthesis was based
on the methodology previously developed by Collins and co-workers [39], and 3 was char-
acterized by '"H and BC NMR, ESI-MS, IR, and UV-vis spectroscopies, and elemental
analysis. Analytical data showed that despite prolonged drying under vacuum, water mole-
cules remained attached to the compound. A peak corresponding to water at 0 1.74 is also
present in the "H NMR spectrum. Characteristic carbonyl stretching frequencies can be
observed at 1659 and 1593 cm™' together with the N—H stretching at 3253 cm™ ' in the IR
spectrum of 3. The 'H NMR spectra of 3 obtained in DMSO-dg or methanol-d4 contained a
single peak at 6 1.64 from all four methyl groups of 3. This strongly suggests fluxional
behavior of the ligand in solution because the DFT-optimized structure of 3, shown in
figure 2 (vide infra), indicates clearly the non-equivalence of the methyl groups. There are
just five groups of resonances from the aromatic hydrogens and this is also consistent with
rapid transitions between possible conformers. No amide resonances were observed which
is, however, not unusual for this type of compound in polar water-containing solvents. It is
very likely that pyridine nitrogens of 3 favor the hydrogen exchange processes.

Scheme 1. Synthesis of 3: i) NH, group protection, ii) acyl chloride formation, iii) double amidation, iv)
deprotection, and v) ring-closure.

Figure 2. Left: DFT-optimized structure of 3 in the gas phase with only amide hydrogens shown for clarity (C in
gray, N in blue, O in red, H in white). Right: overlay of the structures of 3 optimized in the gas phase (red) and in
THF (blue) (see http://dx.doi.org/10.1080/00958972.2014.964224 for color version).
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The optimization of the structure of 3 using DFT (figure 2) indicated that metalation of
this TAML by a transition metal may not be easy. The ligand is highly distorted and just
two of the four amide hydrogens are reasonably directed inside a potential ligand cavity.
These are the hydrogens adjacent to the “head” aromatic ring of the ligand. The other two,
which are closer to the “tail” part, are significantly diverted from the imaginary center of
coordination. The dihedral angle of 80° between the two pyridine rings is also worth
mentioning. This ligand feature might be a limiting factor for simple chelation of transition
metals by the bipyridine unit of 3.

The structures of 3 optimized in the gas phase and in THF solution are rather similar
(figure 2, right). Both structures are strongly distorted. The amide hydrogens are directed
divergently and the two pyridine rings of the bipyridine unit are almost orthogonal (70° and
80° for the gas phase and the THF solution, respectively). The gas phase structure is more
globular. The angles between planes of rings A and B equal 95° and 102° in the gas phase
and THEF, respectively. Overall, the structural features of 3 in solid and solution are quite
comparable.

3.2. Synthesis and properties of cobalt(Ill) TAML complex 4, a derivative of 3

TAML 3 does not react with [Co(NCMe)s](BF,), in THF, suggesting that (i) the dihedral
angle of 90° as in THF is an obstacle for the binding of Co" to the bipyridine unit and (if)
Co" is unable to metalate amide N-H bonds of 3. The metalation was, however, realized in
the presence of n-butyllithium as a strong base, which is known to lithiate TAMLs readily
[1]. When the ligand was deprotonated by four equivalents of n-BuLi followed by addition
of [Co(NCMe)e](BF,4),, a highly unstable green solid precipitated, presumably a cobalt(Il)
complex, which after exposure to the air converted to a brown material, which was isolated
in moderate yield (40%) and characterized by spectral and analytical data, which allowed
assignment of the structure 4 (figure 3) to the newly prepared compound.

Different cobalt salts including CoCl,, CoCl;, and Co(acac); were also used for the syn-
thesis of 4. In all cases, 4 was obtained in low yields (~20-30%) and the formation of salts
as by-products complicated the purification. The cleanest reaction and the highest yield
were achieved when [Co(NCMe)s](BF,4), was employed. The incorporation of cobalt has
been confirmed by ESI-MS data. There are no N-H stretching bands in the IR spectrum of

0 P B )
: N / \—‘
N\Com/ —N Lit
N/ \N ] <N
H G
o) 0]
4

Figure 3. Proposed structure for cobalt(Ill) complex 4.
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Figure 4. Cyclic voltammogram of 4 (1 mM) obtained in methanol in the presence of 0.1 M (n-Bu);NPFg. Scan
rate 100mV s~', glassy carbon working electrode, and auxiliary Pt electrode.

4 and the carbonyl bands are now observed at 1595 and 1575 cm ™', lower frequencies than
in the free ligand 3. The compound is EPR silent both at 77 K and room temperature, sug-
gesting that 4 is a cobalt(Ill) derivative with S = 0. Diamagnetic features of 4 are consistent
with 'H and '3C NMR data collected in methanol-d,4, though this was a challenge, because
4 is only slightly soluble in alcohols and is almost insoluble in other common organic
solvents. This complicated the purification and made it impossible to grow crystals of 4 for
X-ray investigation due to a strong tendency of 4 to precipitate from all solutions tested.
Nevertheless, NMR spectra were obtained to reveal, similar to the ligand 3 case, just one
set of signals. A plane of symmetry is very unlikely for 4 and therefore the complex should
be extremely fluxional in solution at ambient conditions. There is one singlet resonance
from all four methyl groups at 0 1.53 (versus at 6 1.64 for 3). The resonances from aromatic
hydrogens 11 and 12 (see figure 1 for the numbering scheme), which are the closest to
cobalt(III), are also shifted to lower field for HI11 (Ad 1.24) and to higher field for H12 (Ad
0.35), whereas the chemical shifts for the remaining aromatic protons remained practically
unchanged. These observations are also consistent with the location of Co™ inside the
macrocycle.

Redox properties of 4 studied by cyclic voltammetry and presented in figure 4 did not
prove to be promising. There is an irreversible oxidative feature seen around 0.87 V versus
Ag/AgCl. This value lies in the range typical of Co™ TAMLs and corresponds to the
Co™ — Co" transition [40, 41]. This process is reversible in TAML complexes which are
much less distorted than 4 [40, 41].

Attempts to synthesize the corresponding iron(Ill) complex, analogous to various iron
TAML derivatives possessing high catalytic activity in peroxidase-like reactions [3-5],
were, however, unsuccessful. Using iron(Il) precursors such as FeCl, and [Fe(NCMe)s]
(BF,4), the formation of a green precipitate was observed which then transformed into a
red compound on exposure to air. The same red solid was obtained starting from iron
(IIT) salts FeCl; and Fe(acac);. However, the red compound decomposed always upon
purification as a result of demetalation. This is probably because iron(Ill) complexes are
usually less robust than their cobalt counterparts and are more prone to hydrolysis and
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Figure 5. DFT-optimized structures of 4 assuming three coordinative modes of Co™: square-planar (4,), tetragonal
pyramid (4g), and octahedron (4¢). Donor centers of the “plane” are four deprotonated amide nitrogens; fifth and
sixth sites are oxygens of aqueous ligands. Hydrogens are not shown for clarity. Below are the relative energies of
4,, 4p, and 4¢.

reaction with oxygen [27]. It is also known that a distortion of the planar arrangement
of deprotonated amide nitrogens around iron(Ill) make such TAML complexes very
unstable to moisture [42].

3.3. DFT optimizations of coordinative polyhedra of 4

According to X-ray structural data of previously reported cobalt(Ill) TAML complexes,
cobalt(IIl) surrounded by four deprotonated amide nitrogens of TAMLs adopts a square-pla-
nar geometry with distortion [27, 40, 41, 43]. Our spectroscopic data agree with such a
structural model though it is natural to anticipate significantly larger distortions of the
square plane in the case of TAML 3. In the absence of crystallographic information, it was
intriguing to predict theoretically the coordinative polyhedron of Co™ in 4. Therefore, sev-
eral DFT simulations of coordinative variants of 4 have been performed. Main results are
shown in figure 5. Square plane of 4, is extremely distorted. The Co—N bond distances
vary significantly from 1.85 to 1.91 A, the longest bond being closer to the bipyridine unit.
Amide nitrogens in octahedral (or square bipyramidal) model 4¢ built up by two axial aque-
ous ligands are significantly more planar than four-coordinate model 4, and the Co—N bond
distances are 1.91-2.02 A. Model 4 is more, by 6 kcal M™", energetically favored. Interest-
ingly, the five-coordinate model 4g seems to be less advantageous energy-wise than 4,.
The amide nitrogens of 4g are similarly distorted as in 4, and the Co—N bond distances are
1.85-2.02 A, i.e. their variation is the largest for 4. It is worth noting the Co—N bond dis-
tances are practically of the same length and equal to 1.82-1.83 A in the undistorted Co™
complex with TAML 1 [27]. To this end, the stability of computed structures decreases in
the series: 4¢c >4, > 4. The series gives some extra confidence with the assignment of
cobalt(IIl) TAML as 4. TAML complexes of Co™, Ni'!, and Co" are four coordinate in
the solid state in the absence of extra strongly coordinating ligands [27, 40, 41, 43]. TAML
complexes of Fe'" and Fe'" are five coordinate and never six as solids, provided the same
condition holds. Thus, since 4, is more energetically advantageous than 4g, we assume that
structural assignment of 4 as 4, seems to be the most probable.
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Other observations worth mentioning are as follows. The dihedral angle between the
pyridine rings is large in all three models, i.e. 97°, 85°, and 79° in 4,, 4y, and 4¢, respec-
tively. Thus, it is rather problematic for the bipyridine unit of 4 to serve as a bidentate
ligand. In addition to 4,, we have found a configuration for 4 with significantly more planar
four amide donor nitrogens. However, it is by 6 kcal M™" less stable than structure 4, in
figure 5. Because of this unfavorable energy difference we believe that configuration 4, is
more realistic.

4. Discussion

Ligand 3 was prepared in a moderate yield and, despite its highly distorted structure, its
macrocyclic coordination with cobalt(Ill) via four deprotonated amide nitrogens was
achieved. Complex 4 is believed to be a strongly distorted square-planar Co™ derivative.
The distortion accounts for hydrolytic instability of 4 and its ease to demetalate as previ-
ously established for iron(IlI) TAMLs [42]. Our efforts are now concentrating on studying
the coordination of other metals such as nickel and copper and evaluating the properties of
the resulting compounds.

Attempts to coordinate a second metallic fragment, such as copper or ruthenium, to the
peripheral bipyridine moiety were unsuccessful. However, this negative result could be
anticipated considering the above-mentioned DFT-optimized structure. The lone pairs of the
bipyridine nitrogens are oppositely directed making impossible the bidentate coordination
of a metal center.

Addition and/or rapid exchange of aqueous ligands is relevant to catalytic reactivity.
Therefore, DFT analysis of structural changes of 4 induced by axial ligation of aqueous
ligands is of particular interest. It is clearly seen in figure 5 that consecutive ligation by two
H,0 molecules introduces “non-linear” structural variations. Though addition of one water
molecule to 4, to form 4p destabilizes the complex, two water molecules bring about the
energetic stabilization of 4¢, and “in-plane” optimization of the amide nitrogens. Geometry
close to ideal was predicted in terms of a near orthogonal distribution of Co—N,,;qe and
Co—Oyaer bonds as shown for 4¢ in figure 5. The axial Co—OH, distance of ca. 1.95 A for
both water molecules is quite reasonable for the axial H,O bond with cobalt. The existence
of 4¢ with an energy minimum suggests that 4c might be a dominating species in aqueous
solution similar to iron(Ill) TAMLs, which are square pyramidal as solids but exist as octa-
hedral diaqua species in water [42].

5. Conclusion

The cobalt(IlIT) complex with a new TAML incorporating the peripheral 2,2"-bipyridine unit
is described. Though the ligand geometry is rather unfavorable for the formation of macro-
cyclic complex, the Co™ containing compound obtained after deprotonation of the N-H
bonds by n-BulLi is stable and slightly soluble in alcohols. Similar iron(IlT) complex could
not obtained. The macrocyclic complex of Co™ was explored by DFT and a strongly
distorted square-planar geometry is suggested.
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