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RESUMEN

Usando como material de partida el complejo dimérico [OsCl(u-Cl)(7°-CsHe)]2 Se pueden
obtener compuestos mono-ciclometalados de osmio(ll) en buenos rendimientos, via activacion de
un enlace C(sp?)-H de 2-fenilpiridina y N,N’-dimetibencilamina. En este caso particular, las
reacciones de ciclometalacion son sensibles a la naturaleza de la base que se emplea. Estos
compuestos mono-ciclometalados se derivatizan usando ligantes como acetonitrilo,
2,2’-bipiridina y 1,10-fenantrolina para dar los correspondientes complejos octaédricos. Los
estudios electroquimicos muestran que estos compuestos presentan reversibilidad electroquimica

en medio acuoso y acetonitrilo. El potencial redox de Os"""

se encuentra en el rango de 200-300
mV vs Ag/AgCl. Ademas se estudia como una posible aplicacion su actividad como mediador en
la transferencia de electrones con glucosa oxidasa. Las correspondientes constantes de velocidad

de transferencia de electrones (kz) son del orden de 10° M*sta25°Cy pH 7.

La preparacion de especies bis- y tris-ciclometaladas de osmio(lll) se da por una reaccién de
transmetalacion entre un derivado organomercurado y compuesto mono-ciclometalado del tipo
[OsCI(0-CsHapy-kC,N)(n°-CsHe)]. En los estudios electroquimicos se observa que al introducir
enlaces o C-Os a la esfera de coordinacién, hay una disminucion en el potencial redox. En los
estudios realizados con la enzima peroxidasa de rdbano (HRP) se muestra que los compuestos
ciclometalados son eficientes mediadores en la transferencia de electrones con el sitio activo de la
enzima. Las constantes de transferencia de electrones (k,) para los compuestos bis- y tris-

ciclometalados son del orden de 10% y 10’ Ms™ a pH 7.4 y 25 °C, respectivamente.

Ademas, compuestos ciclometalados de rutenio y osmio reaccionan como agentes de
transferencia de electrones con un complejo de hierro FeTAML, el cual funciona como enzima
artificial. El estudio electroquimico permite establecer la posibilidad construir un sensor quimico

de peroxido de hidrogeno.
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Introduccion

1. Introduccién

Tener el control de las propiedades del centro metalico mediante un sistema de ligantes ha
sido la meta de la quimica inorganica y organometalica, de esta forma se logra tener una
diversidad de complejos con diferentes aplicaciones." En este contexto, existen diversas
reacciones quimicas que conducen a la formacion de diferentes tipos de compuestos, una de ellas
es la reaccion de ciclometalacion que se utiliza en muchos laboratorios, y su campo de estudio ha
crecido enormemente. Muchos de los metales de transicion han sido empleados con éxito para

este propésito, en particular los metales del grupo del platino Ru, Os, Rh, Ir, Pd y Pt.2

En general, el osmio ha recibido mucho menos atencién en comparacion con su analogo de la
misma familia: el rutenio. Muchas de las formas de obtener osmaciclos ocurren por adicion
oxidante y por transmetalacion.?® Debido a que hay escasos reportes con este metal, en este
trabajo se presentan nuevas rutas sintéticas para la preparacion de derivados ciclometalados de

osmio.

Es bien conocido que los complejos de metales de transicién son los mejores materiales para
la transferencia de electrones entre el sitio activo de una enzima y un electrodo, a éstos
compuestos se les denomina mediadores en biosensores amperométricos.* Los biosensores
utilizan una enzima que procesa moléculas de sustrato, transfiriendo electrones por cada molécula
procesada. EI mediador regenera la forma activa de la enzima. Finalmente la “regeneracion” del
mediador se da en un electrodo y la corriente eléctrica generada es utilizada como una medida de
la concentracion del analito.” Es aqui donde la quimica juega un papel relevante, porque no
cualquier compuesto quimico es ideal para desempefiar la funcién de mediador. Asi, para los
quimicos el verdadero reto es disefiar y preparar estas moléculas. Como una posible aplicacion
para los nuevos compuestos ciclometalados de osmio se estudiaron sus propiedades
electroquimicas en presencia de las enzimas glucosa oxidasa (GO) y peroxidasa de rabano

(HRP), dos de las enzimas méas empleadas en biosensores amperométricos.
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2. Antecedentes

2.1.Quimica del osmio

El osmio es el elemento quimico de nUmero EIM6 que se encuentra en el grupo 8 por
debajo del hierro y del rutenio en la tabla pexdédile los elementos y se clasifica dentro del
grupo del platino. Lo descubrié Smithson Tennantgkafio 1803. Su etimologia procede del
griegoosmeé(olor), y su nombre alude a los vapores penetratdgesi 0xido. Se trata de un metal
de transicidén blanco grisaceo, duro y brillanteluso a altas temperaturas, aunque es dificil
encontrarlo en esta formi&s mas facil obtener osmio en polvo, aunque expwsire tiende a
la formacion del tetradxido de osmio, QsEdmpuesto muy toxico (peligroso para los ojos)y mu
oxidante, de un olor fuerte y volatil que se empaasintesis organica como oxidante y en el
proceso de tincién de tejidos (fijacion) para ssasbacion mediante microscopia electronica, y
en otras técnicas biomédicas como la identificad@étraumatismos en piél.

En la naturaleza se encuentra en la corterastee aleado en menas de platino y tiene una
densidad similar a la del iridio, siendo ésta mitig, generalmente estan aleados. Las aleaciones
de osmio e iridio en las que hay mayor cantidadsigeio se conocen conesmiridio, mientras
las que tienen mas iridio son llamadédiosmio. Las aleaciones de osmio se emplean en
contactos eléctricos, puntas de boligrafos, y dpigaciones en las que es necesaria una gran

dureza y durabilida8.

Es bastante conocido que la quimica del osmied@ extrapolarse a la del rutefi&in
embargo, algunos complejos con osmio son difiaespreparar por las mismas rutas de sus
correspondientes analogos de rutenio. Aun asi,teexima diversidad de compuestos de

coordinacién y organometalicos con éste metal.

Los compuestos de osmio y rutenio puedereptas estados de oxidacion de O hasta VIII.
Pero no es posible alcanzar altos estados de o&daon compuestos de hierro, que es el
elemento cabecera de este grupo. Generalmenteylarimae los compuestos de coordinacion u
organometalicos de osmio son de estado de oxiddcadiV. En los de bajo estado de oxidacion
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predominan los ligantes que son buenos donador@sninas) y aceptores (N-heterociclos:
piridinas, etc.). Hay pocos compuestos organoneelide osmio(0). Sin embargo, existen
compuestos de coordinacion como el [OsfflRon geometria bipirdmide-trigonal. EI osmio(l)
necesita ligantes que logren estabilizar este leg@mdo de oxidacion, generalmente son
compuestos ciano. En el estado de oxidacion (Igtex una diversidad de complejos, muchos de
ellos con ligantes como: N-heterociclos, fosfimlaano y CO que son muy estables. En general
los compuestos de Os(Il) son octaédricos y de é&spin, aunque también hay pentacoordinados
y heptacoordinados como el [Os(RRGI;] y [Os(bpy)(PPB)2(CO)(H)]. EI osmio(lll) también

es estabilizado por ligantes con atomos donadads, d, S, y P, y sus derivados son buenos
oxidantes, y en general octaédricos y de bajo efpircontraste, los altos estados de oxidacion
(IV al VIII) son estabilizados por ligantes que stuertes donadores y donadoresrt, los
compuestos de Os(IV) son estabilizados por halagsny basest fuertes (&), algunos son
octaédricos y poseen propiedades magnéticas iatetesS Uno de éstos muy representativo es el

[OsCk]?, el cual fue utilizado en este trabajo en su foka@sCk.
2.2. Compuestos ciclometalados

La reaccion de ciclometalacion fue descubiertdos afios 6 Desde entonces ha crecido el
interés por el estudio de esta reaccién y por &n gmportancia que posee el concepto de
funcionalizacion. Sin duda, en quimica organomediaéis una reaccion muy importante ya que
involucra ligantes que contienen anillos aromatisostituidos o no sustituidos, unidos a grupos
con atomos donadores. También es conocida comocideacde orto-metalacion y
posteriormente se le llamd reaccion de ciclomei@actérmino que fue introducido por

Trofimenko!®

Se define como metalociclo a aquel ciclo emuzl al menos uno de sus miembros es un
metal, que tiene un enlace atomo donador-metakgnad existe un enlasggmaentre un atomo
de carbono y el centro metalico. Ligantes como,2@piridina forman anillos donde uno de
ellos es un metal. En este tipo de compuestos jegriante puntualizar que solo aquellos donde
existe un enlace C-M pueden considerarse como metalociclos, ptarito el producto formado

por un metal y la 2,2’-bipiridina es un compuest@lgto o compuesto de coordinacion. En
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quimica organometalica es interesante el estudiand&lociclos porque se incrementa la

estabilidad de los compuestos. Esto se debe agidezi que brinda el enlace C-M al

/_; \N—/ 2+:> /_(\:\ w
/
M

complejo’?

N/
M

Figura 1. La 2,2 -bipiridina se coordina a’Mpara formar el correspondiente compuesto de
coordinacién. Al sustituir un a&tomo donador por oarbono se obtiene el metalociclo

organometalico.

Se conocen metalociclos que contienen atoronadbres de nitrogeno y de fosforo, también
abundan aquéllos cuyo atomo donador es arséniégerax o azufre; e incluso se encuentran
complejos donde la funcién donadora la ejerce uefina o un grupo ciclopentadienilo. Sin
embargo, la mayoria de los ligantes que dan luganguestos ciclometalados contienen atomos
donadores de nitrdgeno, y los mas importantes susde aquéllos con al menos un anillo

aromatico sustituidd.

Los metales de transicibn mas empleados empwestos ciclometalados son los del grupo 6,
7, 8, 9 y 10, siendo los metales que originan uryamanimero de complejos los de
configuracionest(Mn', Fé', RU', 0d', RH"y y & (Cd, RH, I', Ni", Pd', Pt)).

Desde el punto de vista sintético exisliéerentes formas de obtener metalociclos, las mas
comunes son por adicion oxidante que involucraactavacion de enlaces C-X (X = F, Cl, Br, |,
OTf).* La transmetalacion, que consiste en la activad®nn enlace RC-M’ (donde M’ puede
ser Li, Mg, Sn, B, Ag, Au, Zn, Hdf Otros métodos son por eliminacién-cicloadictdnlonde
hay un buen grupo saliente y hay una adicién pamadr el ciclo y por hidrometalacidf por

ejemplo la insercion de enlaces insaturados C=€htates M-H o M-R.
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-9

Me,N Br  NMe,

[Ni(COD),] Me,N— Ni— NMe, A
Li  NMe, (Q
PtCI,(SEt
9 [PCh(SER Me,N — Pt—NMe, B
iPr [\ iPr /7 \
T TN
C
iPI’\[\CI H,C=CH, iPr\(\\CI
RU:\+ /RU
a’ )F:_Cy3 ol
+
+
/4\ o} \
Y —Me /\/ ~ /Zrd

7
A

Esquema 1 Diferentes rutas sintéticas para obtener metdtxi A, por adicion oxidante
(activacién de un enlace C-XB, por transmetalaciorC, por eliminacion-cicloadicionD, por

hidrometalacion.

Otra forma de obtener metalociclos es powactdn electrofilica directa de un enlace C-H,
un caso particular es larto-metalacion directa. En este caso el centro metéiéne caracter
electrofilico dada su baja densidad electronicaty promueve la activacion de un enlace C-H.
Se ha propuesto que la formacion del enlace mathboo se produce a través de una
interaccion previa del atomo donador y del metalddalugar a un complejo de coordinaciéon
(que puede ser aislable o no), el cual sufre posteente la eliminacion de un atomo de

hidrégeno por combinacién con un grupo salienteaatdo®>
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% D
LM—X * — "'\ )
" X LM + HX
C
Ry

—_ H—C
H Cc B

M = metal de transicién
X = grupo saliente
D = atomo donador

Esquema 2 Reaccion de ciclometalacion por activacion etéiiica de un enlace C-H.

Existen ciertos factores que afectan directaenta formacion del metalociclo deseado y los
mas importantes son: el atomo o grupo donadorgheite, la naturaleza del metal, la estructura

del ligante para formar el enlace C-M y el impeditoeestérico.

El efecto del &tomo donador es importantent® donadores como N, P, O provenientes de
aminas, fosfinas o alcéxidos tienen mayor éxit@parordinarse ya que la fuerza coordinativa
del ligante los hace unos donadores mas fuertesefi@ otros ligantes que tengan oxigeno o
azufre como alcoholes o tiolEsTambién es importante sefialar que el compuest@antiEne
al metal y que servird como precursor de algumadatebe favorecer la coordinacion del ligante
a ciclometalar? Asi, los precursores mas empleados son aquellbesmuctura dimérica que
son capaces de formar un sitio vacante o bien laguedmplejos que ya tengan el sitio vacante:
[MCl(p-cimeno)l M = Ru, Os, [MCI(COD)Y (M = Ir, Rh, COD = 1,5-ciclooctadieno) o
[Os(PR)sCl;]. También se usan compuestos que puedan perdamtdiy faciimente como
[Os(PR).Hs(H2)], [PACL(NCMe)] o [Ir(PPh).H3(H2)]. O bien, complejos con ligantes
aniénicos que pueden ser facilmente desplazadofgamtes neutros, como ejemplos estan el
KoPdCl, 0 K;PtCl,.

Al tener coordinado el ligante por el atomoaldor se altera la densidad electrénica del metal
de manera importante, por lo que el siguiente mpso es la formacion del enlace C-M y
depende de la naturaleza electrofilica del metd yue la estructura del ligante sea favorable
para la quelacion y la activacion del enlace C-Heges, el factor estérico puede jugar un papel

importante, pero no siempfe.
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La formacion de rutenaciclos ha sido ampliamesstudiada a través del desarrollo de
distintas técnicas de sintesis. Por ejemplo: Rfeffeolaboradoréd estudiaron este proceso a
través de reacciones de transmetalacion. A paetirdémero de rutenio [Rgf-CsHs)Clo)» y
derivados de zinc o mercurados de N,N-dimetilbantihas, se obtienen los correspondientes
rutenaciclos. Ademas, lograron formar el complepiénico con adicion de KRFen medio
basicd® (Esquema 3). También recientemente se han estutbadciones de activacion directa

del enlace C-H para formar metalociclos con bennmijna®

NMe
@ ? -MCl, (M = He, Z0)
u\
Cl

Ru,,,“ ( M CH4CN, 5h

/ NMez
CH3CN Ii“ ~NCMe
Ru ,,,“ KOH NMe,
+ MeOH
Ru,,,“ reflujo
a 4h

e

Esquema 3 Formacion de los metalociclos de Ru(ll): por sraetalacion (arriba) y por

activacion directa (centro y abajo).

La ciclometalacion usando osmio ha recibidmoseatencion en comparacion con su analogo
de la misma familia, el rutenio. La mayoria de ®s&acciones involucra activaciones del enlace
C-H mediadas por adicion oxidante de un liganteg@dinado. De acuerdo a esto, compuestos
de osmio de bajo estado de oxidacion son partibgare atractivos para este tipo de
ciclometalaciones. Han sido usados precursoresmié() como el Q$CO).».>° Sin embargo,
el ligante 2-fenilpiridina adopta un modo de copagion de puente con el centroz@@mando

un metalociclo que incluye dos centros metélfcos.
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También se ha observado una ciclometalaciénsteio por eliminacion reductora usando

vinilpiridina con OsHCI(PPrs),.2
OsH,Cly(P'Pry),
+
S - H2 /b \N \
| _ - [PrgPHICI
N
Esquema 4 Ciclometalacion por eliminacion reductora.
Muchos de los compuestos ciclometalados ddookan sido obtenidos por reacciones de

transmetalacién con derivados mercurgdo$or ejemplo Ryabov y colaboradores han

ciclometalado la 2-fenilpiridina (phpy) en rendimies del 16962

MeOH Os__

OSI/////
a” cl

Esquema 5 Reacciones de ciclometalacién de osmio.

También han sido estudiados complejos OsX@R)§ (X = OTf, R = Ph/Pr) donde estos
sufren la abstraccion de X mediante un intercamdei@nion con NaRFy ocurre la activacion
C-H para dar lugar a la ciclometalacion de unaadddsfinas coordinadas. En estos casos se han
observado activaciones de enlaces §{spy C(sp)-H de trifenilfosfina y tri-isopropilfosfina
respectivament® El compuesto Os@PPh); y su analogo dibromado son precursores

empleados para la activacion del enlagg-Caqui para formar un ligante CNO tridentado que
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puede ciclometalarse con la consecuente ruptudaoitin de un grupo metilo en medio acuoso

para formar CO y el enlace C-Os del fragmento niel@lad*

OH o
X l
N OsBr(PPh)4 W\Os\—co

| H0 N

zZ—

Esquema 6 En esta reaccion se observa la ciclometalacidnligente CNO donde el CO
proviene de la oxidacion del grupo metilo en presede agua.

Os(CH)(NO3)(Oy)(tterpy)

] PFG

\ H,NNH
74 N 2 2
— KPFg
Cl Co "By,P P'Bu, H o
(NEt,)QGsCl /
IBUZP _OS_PIBUQ B (NE14]OSC16 v 6 _ tBuzP E/OS_P,BUQ
MeCH 'PrOH
. . PhgP
Tprgl IPr2P PPrZ ) \Cl
i S
. R OsChL(PP OsCL(PP Pl2p—0s—p
'PrzP—/O PPr2<[ sCh(PPhy)3] [OsCL(PPR);] — ™2p (Os//\p'prz
CH, + &2 H,
OH 0]
OH

Esquema 7 Metalociclos de osmio con ligantes tipo pinza CNECP.

Mas recientemente se han estudiado reaccameilometalacién con osmio usando ligantes
tridentados tipo pinza PCPNCN? que tienen una alta capacidad de coordinaciérdesasmo
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precursor [EAN],OsCk. En este caso se observa una activacisqui&H de una difosfina, esta
reaccion procede en atmoésfera de hidrégeno y exempei de una badeEn el producto hay dos
hidruros que promueven la activacion C-H. En ebcds alquil fosfinas PCP se ha logrado

preparar el complejo analogo de ruteffio.

P'Bu, H H
_pt
[NEt,],0sCl, |;P’Buz - H, _ |,,/P Bu,
> Os—H Os—Cl
, H,, tase P/’ H, P/
P BU2 tBu2 Cl ’Buz

Esquema 8 Activacion GiquirH de una difosfina para dar un compuesto ciclolagta

Esteruelas y colaboradores han informado estudFT sobre el mecanismo de activacion
intramolecular del enlace C@&gH del metilo de 8-metilquinolina o 2-dimetilamipiddina por el
complejo OsH(P,Pr3),. La disociacion de dos moléculas de hidrogenoidedie la coordinacion
del ligante por el nitrégeno y una adicién oxidameun enlace C-H para producir el osmaciclo
correspondient& Este grupo de investigaciéon ha demostrado quéclanetalacién también

puede ocurrir por la estabilizacién del tautomertl Nle la 7,8-benzoquinolina y la posterior

desprotonacion da el metalociclo esperado desdéci.*°

=
Hu,, :/H /"/,,
/Os > H—O0Os
H /\\H -2 H,
'PI’SP H
P'Pry EtoN
Cl,,,,'o| WC oy —_—
S | . '
H/‘ N 0 |[Et;N'C
2
PIPI‘3 \ O

Esquema 9 Metalociclos de osmio por activacion intramolecul
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No es sencillo formar este tipo de metalosiclpor lo que incorporar a la esfera de
coordinacién del metal un segundo fragmento cictatado es mas dificil ain. Solo existe un
caso de adicion oxidante que da lugar a la formmad@ dos metalociclos, es decir bis-
ciclometalado de 2-fenilpiridina, pero las condime de reaccion son realmente drasticas usando

una temperatura de 180 3€.

% %
OS3(CO]|2
- \NjOstO \N\Osfco
SN 180°C //N Ca | ~co
N
XN | N\ 7|

Esquema 10 Reaccion déis-ciclometalacion de osmio por adicion oxidante derilpiridina.
Se observa la formacién de dos is6meros dondegyehde que esta cinéticamente favorecido.

2.3.Biosensores amperométricos enzimaticos

2.3.1. Definicién de un biosensor

Un sensor es un dispositivo capaz de detectaedir una propiedad fisica o quimica, tal
como la temperatura o la concentracion de un comsmgen(analito) en una mezcla. Un sensor
qguimico es aquel dispositivo que responde a untarea particular, de manera selectiva a través
de una reaccidén quimica. En otras palabras, uros@ssun instrumento para la medicion de
parametros de interés y esta formado por: i) umeho de reconocimiento, que lo hace
selectivo a una sustancia o propiedad fisica yniXransductor, que transforma la informacion
generada entre el reconocedor y el analito en eifia snalitica util. El transductor puede ser de
tipo éptico, piezoeléctrico, térmico, magnético,p@nométrico, eté.Se nombra a los sensores
dependiendo del tipo de transductor, por ejemplel $ransductor es de tipo amperomeétrico,
entonces se trata de un sensor amperomeétrico. ditcaa estudiar, puede ser tomado de la

naturaleza o ser de origen sintético.

11
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ANALITO
— A= 2.376
[ |
&

TRANSDUCTOR
® n ELEMENTO DE
RECONOCIMIENTO

Figura 2. Esquema general de las partes de un sensoer&éerto de reconocimiento es sensible
a rectangulos rojos, el transductor convertiranfarmacion generada entre el reconocedor y el

analito en informacién Util, en este caso la cotraeion de cuadros rojos.

Transductor Pardmetro medido
Amperomeétrico Corriente
Potenciométrico Voltaje
Conductimétrico Impedancia
Colorimétrico Color
Luminiscente Intensidad de luz
Fluorescente Intensidad de luz

Tabla 1. Tipos de transductores mas comunes utilizadseesores.

Un biosensor es un sensor quimico que incarporsu disefio una entidad bioldgica sensible,
la cual funcionara como el elemento de reconocitaigal elemento de reconocimiento puede
ser tejido celular, microorganismos, anticuerpa®ireas, acidos nucleicos, entre otros. El
transductor transforma la informacion generada laorinteraccion entre el elemento de
reconocimiento y analito en una sefal cuantificaiple puede ser la concentracion de un

componente en una mezcla compfeja.

2.3.2. Biosensores amperométricos

Como se ha visto, los biosensores combinanel@mento biolégico selectivo como

reconocedor y un transductor sensible. Son herrdaseanaliticas versatiles aplicadas cada vez

12
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mas en diversos campos, tales como medicina, ifutricontrol de calidad? seguridad, y

supervision de la contaminacion del ambiente. Edispositivos desempefian un papel muy
importante en la mejora de la calidad de vida. &e eontexto, investigaciones recientes han
innovado en el disefio y desarrollo de biosensoaes @ andlisis de muestras con importancia

médica, ambiental o industriil.

En este contect@nzimas como colesterol oxidasa, lactato deshésragp o peroxidasa de
rabano son ejemplos de enzimas empleadas en booseng que tienen una gran importancia en
areas como la medicina y ciencias de la salud.sEstdizan una enzima (elemento de
reconocimiento) que procesa moléculas de sustratasfiriendo electrones por cada molécula
procesada, dichos electrones son recogidos eneatraglo (transductor amperométrico) y el

flujo de electrones es utilizado como una medidld®ncentracion de analito.

Por ejemplo, un “alcoholimetro” puede ser wspdra determinar el grado de alcoholizacién
de los conductores o también para conocer el gtaddcohol en bebidas embriagantes asi como
saber si estas han sido adulteradas. En esteseagsa la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH)
como el reconocedor biolégico, el mediador es uivado de ferroceno, y el transductor es de

tipo amperométricd.*

E @ " ps &

L Fe! NAD+* RN b N

L @ CH,CHO

T

o <

g Lo NADH PY

(o) <d>> A . L'\
CH,CH,OH

Figura 3. Biosensor amperométrico de etanol: la enzima #dtaeshidrogenasa (ADH) en su
forma oxidada procesa moléculas de etanol paragioeialdehido y la forma inactiva (reducida)
de la enzima, la cual es regenerada por el grupp'N#&ra dar NADH (nicotinamida adenina
dinucledtido, coenzima de la ADH); el NADH se oxipar un mediador de tipo ferroceno, el

cual es regenerado por via electroquimica.
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Enzima Analito Aplicacion
Glucosa oxidasa Glucosa Deteccion en sangre
Fructosa deshidrogenasa Fructosa Deteccion enrdbse

. Deteccion en saliva humana y
Alcohol deshidrogenasa Etanol _ .
bebidas alcohdlicas

Acetato cinasa

Piruvato cinasa Acetato Deteccion en vinos

Piruvato oxidasa

Colesterol oxidasa Deteccion en pacientes
_ Colestero _

Colesterol deshidrogenasa y alimentos

Alcohol oxidasa

. ) Metanol Deteccion en bebidas alcohdlicas
Peroxidasa de rabano

Tabla 2. Aplicaciones de enzimas utilizadas en biosensamggeromeétricos.

Muchos biosensores amperomeétricos operan bajo honprincipio de accion y para cada
analito corresponde una enzima selectiva a esamust Estos dispositivos tienen una gran
selectividad por el analito, poseen limites de a#ém muy bajos, un tiempo de respuesta
relativamente corto y una precision muy confiabtéemas de ser pequefios y portatiles.

Sin duda, el analito mas estudiado es la glgopara ello se emplea la glucosa oxidasa de
Aspergillus nigercomo elemento de reconocimiento. Esta es la engugase toma como
modelo para estudiar de forma general los bioseasemzimaticos amperométricos ya que el
mecanismo de accion es muy sencillo y permite ngaale trabajo amplio, es decir, la enzima
es estable de pH 5 a pH 8, permite trabajar a teanpa ambiente y en estado soélido es bastante
estable’® Dentro de los biosensores amperométricos, exiseclasificacién segin el modo en
que ocurren las reacciones en el disposfitd:

« 12 Generacion: basados en electrodos de oxigelwop@ra glucosa oxidasa).

e 22 Generacion: basados en mediadores (compuestoggs)

« 32 Generacion: basados en electrodos acopladsterha enzima-mediador.

14
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S P S P
S P
132 3202 MedUedred ¢
ELECTRODO ELECTRODO ELECTRODO
A B C

Figura 4. Las tres generaciones de biosensores enzimampsrométricos. (A) electrodo de
oxigeno para glucosa. (B) Basada en mediadorésiatés. (C) Sistema acoplado a la superficie

del electrodo.

Los biosensores amperomeétricos “primera gen@ra solo se usan para el estudio del
proceso con glucosa oxidasa y estan basados eradaidn natural de la enzima ya que se
emplea un electrodo de oxigeno (electrodo de ClarSkn embargo, el proceso no es
electroquimicamente reversible, ademas de quers@focomo subproductos perdxidos, lo que
genera radicales libres y se debe tener un esti@itrol sobre la concentracion de oxigeno, lo
cual no siempre es posible. Asi, con la finalidadadstituir al oxigeno como oxidante natural de
la enzima surgen los agentes de transferenciaedtr@les para regenerar la forma activa de la
enzima y se les conoce como “mediadores” porquiuscion es “transportar” los electrones

entre el transductor y el sitio activo de la enzinfa

Finalmente, los biosensores amperométricosedenda y tercera generacion difieren en el
modo en que se encuentra el sistema enzima-medeudos de segunda generacién el sistema
enzima-mediador se encuentra libremente difundid¢adalecir esta en disolucién) mientras que
en los de tercera generacion se encuentra inmaddizn la superficie del electrodo mediante
procesos de adsorcion, mezcla con pasta de carb@d@mnte una red polimérica. En todos los
procesos anteriormente mencionados se corre efjoriele desnaturalizar a la enzima,
conllevando en algunos de los casos a la pérdidssplecificidad, asi como de la sensibilidad
dentro del proceso analitico desarrollado. Es florque implementar biosensores de tercera
generacion llega a ser una tarea difficif. Asi, para tener un biosensor de tercera generacion

primero se deben hacer estudios en un biosens@gilmda generacion.
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En el presente trabajo se empled la Glucosdasa (GO) deAspergillus nigery la
Peroxidasa deabano (HRP) que son dos de las enzimas mas estudiadaslopque es

importante conocer el mecanismo de accion de detasnzimas.
2.3.3. Glucosa oxidasa (GO)

Esta es una enzima “libre de metaf8<Cataliza la oxidacién d&-D-glucopiranosa (glucosa)
en d-D-gluconolactona mediante una molécula de oxigrres reducida a,B,, es decir, de
forma natural, la enzima Glucosa oxidasaAdpergillus nigerrealiza la siguiente reaccigh:

Glucosa oxidasa
B-D-glucosa + Q » &D-gluconolactona + KO,

La GO esta formada por dos subunidades idg@nticie tienen 120 puntos de contacto y un
peso molecular total de 160 kDa. Cada subunidatk tien grupo prostético flavin adenin
dinucledtido (FAD) unido de forma no covalente.degaracion entre los dos grupos FAD en la
enzima es de 40 A. El sitio activo se encuentrasaprofundidad de 13-18 A de la superficie del

glébulo proteico y hay una cavidad que conduceA&l Eon un diametro de 10 &.

Figura 5. Subunidad de GO daspergillus nigercon el sitio activo de FAD inmerso en el

glébulo proteico (izquierda) y una ampliacion débsactivo FAD (derecha).

Como se menciond con anterioridad, la GO wsaocmediador natural al oxigeno, el cual

obtiene del medio ambiente.
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k
GO(ox) + B-D-glucosa — 1 = 8-D-gluconolactona + 2 H' + GO(red)

k
GO(red) + 2H' + O, ——%— GO(ox) + H,0,
Esquema 11 Mecanismo de oxidacion de glucosa por la GO usamxigeno molecular como

mediador.

El valor dek; = 1x10° M™s™ a pH 73* en la segunda ecuacién se defingue es la constante
de velocidad para la transferencia de electronis ehoxigeno y la forma reducida de la enzima
y a pH 5 tiene un valor de 1.6X¥1M™s* y este valor disminuye conforme aumenta el pH por
ejemplok, = 1x10" Ms* a pH 7" *° Asi para sustituir al oxigeno, se usa un mediaticual
debera regenerar la forma activa de la enzima y csgraz de regenerarse de forma
electroquimica en la superficie de un electroddales la forma en la que opera la version

comercial del biosensor amperométrico de glucossty basada en un biosensor de tercera

generacion.

Glucosa 2 Glucosa

: D'Sldma(D M bt ) e-
| .I
Gluconolaclona > Glucosa e BrS

Oxidasa
(Red,

® 1 : —
{1 usuario introduce | omnlll
sangre {analito) pp—

\3)acomenie o) es

| El dispositivo aplica un analizada por el
voltaje, y comsenzan las dispositivo y luego se

/| reacciones quimicas registra la concentracion
de giucosa |

Figura 6. Funcionamiento tipico de un biosensor amperongétii@ oxidacién de glucosa a
gluconolactona se lleva a cabo con la consecuediigccion del sitio activo de la enzima. El
sitio activo de la enzima es regenerado en preselatimediador (M), el cual pasa a su forma

reducida. Finalmente la especie reducidadMe oxida en el electrodo.
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2.3.4. Peroxidasa de rabano (HRP)

La Peroxidasa de rabano (Horseradish peroxjdéRP por sus siglas en inglés)enzima C
cataliza la oxidacion de una variedad de compuestEmicos (HA) por perdxido de hidrégeno.
Es una enzima extracelular de plantas que actleregulacion del crecimiento y diferenciacion
celular y en la oxidacién de metabolitos secundagigenciales en funciones de defensa céfllar.
El sitio activo es un grupo hemo que esta coordinada apoenzima por un nitrogeno de
imidazol de His170 al centro metalico de Fe(lllst& enzima consta de una sola cadena
polipeptidica con masa molecular de 44 kDa y gbgriuemo esta inmerso en el glébulo proteico
y una parte del sitio activo esta expuesta a laricfe **

HRP

H,0, + 2 H,A

2HA + 2 H,0

Figura 7. Reaccion general que cataliza la HRP (arribayuEsira de la enzima que muestra su

sitio activo (izquierda) y un acercamiento al gringono (derecha).

En la enzima, el hierro esta en estado deacidd Il y cuando reacciona con,® da el
llamado “compuesto I” de la HRP. La correspondietdastante de segundo orden para esta
reaccion es de 1.7xi01's* a pH 7.3"? Este compuesto esta involucrado en dos subsesuente
oxidaciones de un electréon. La primera oxidacionege el “compuesto II” de la HRP y este
regenera la forma nativa de la enzima, con la axitade dos equivalentes deAd El
compuesto | es un cation radical donde el estadoxi#acion del metal es Fe(lV) y en el
complejo Il es un oxo-complejo de Fe(lV), ambos passtos son oxidantes muy fuertes. Cabe
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destacar que el compuesto | es usualmente 10 a€b@3 mas reactivo que el compuesto Il. Es
decir, ko~ 100 xks.*®

k
HRP(Fd") + H,0,— 1 = HRP(F4Y) + H,0
"compuesto |"

ka
HRP(FEV) + H,A—————— > HRP(FEY) + HA
"compuesto II"

Kk
HRP(FEY) + HA — > HRP(F') + HA

HA —» —» —s-varios productos

Esquema 12 Mecanismo de la HRP oxidando dos equivalentebl.@epor H,O,, ademas se

presentan las dos formas oxidadas de la HRP.

En biosensores amperométricos se utiliza |& lBRra medir concentraciones de perdxido de
hidrogeno que se origina de diversos procesos o $geusa acoplado a otro biosensor. Por
ejemplo la determinacion de colesterol no es dires# necesita de un sistema de tres enzimas y

un mediador para lograr este prop63ito.

Ester de colesteral

Colesterol

esterasa

0, Colestercl
Calesterol
oxidasa
2Fcty 4HRP, H,0,
2e : : X Calestenona
2 Fc HRP H,O0

Figura 8. Biosensor enzimético amperomeétrico para la detercion de colesterol. Se observa
que la determinacién de este analito no es dirgaiaa la HRP para conocer la cantidad de
peroxido de hidrégeno producido de la reaccioneelatrColesterol oxidasa y el colesterol. La

HRP se regenera gracias a la presencia de un medi@derroceno.
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Por lo tanto es muy importante estudiar ursdmsor de perdoxido de hidrogeno usando la
HRP. Cuando se emplea un mediador el mecanismoompl&o ya que involucra varias

reaccioneé?

H,0, H,0
HRP ke
MOX
K3
Mred HRPOX-”

o
H202 k4
HRPOX-III
Il 9 IOZ
HRP [_ Flkl-'- HRPox_|: [— Flklw- HRPO)(_”: |— ||:P| HRPOX-|||: |_F|e—]
His His His His

Esquema 13 Mecanismo “completo” de la HRP utilizande®4 como sustrato y un mediador.

El mecanismo “completo” considera que la HB&cciona con su sustrate®, aquik; tiene
un valor de 1.7x10M*s* a pH 7.3" entonces el complejo | reacciona con la formacie@udel
mediador para dar el complejo Il, éste reacciormawo segundo equivalente de mediador para
regenerar la forma activa de la enzima. Sin embaagaltas concentraciones de peréxido de
hidrégeno (mayores a 3 mM) se puede formarse umficesto 111" de la HRPkg = 55 M's?), y
esta otra forma oxidada de la enzima puede reaarcamm un tercer equivalente de mediadigy (
o0 bien reacciona con el oxigeno del medio paranege la forma nativa de la enzima
(ke= 0.012 8).**

Una forma de simplificar el mecanismo es tjfa@ba concentraciones de® menores de 3
mM. Cumpliendo esta condicion ya no se forma ehipaesto III” de la HRP y por lo tanto solo
se toma en cuently de la cual conocemos su valds y ks que son las constantes de

transferencia de electrones entre las formas oagldd la HRP y el mediador.
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@ /_\ HRP
H,0,
Electrodo k
HRFgx.p) !
@/\ Mgep H,C
kj
HRPgy.
) MOX OX-]
(Ijl Il
HRP: [==fe==]* HRPgy I—|'-|e—l'+ HRPgy i |—F|e—]
His His His

Esquema 14 Mecanismo de accion “simplificado” de la HRP.
2.3.5. Propiedades de los mediadores

Se ha usado el término “mediador”, sin embagamportante entender su definicion. Es un
agente quimico que tiene un potencial redox apdopial cual se oxida o se reduce para asi
regenerar la forma activa de una enzima y formacialo catalitico mediante un electrodo, y
ademds su concentracién puede ser controlada. @méee como mediador porque su funcién
es “transportar” los electrones entre el transaugct sitio activo de la enzima. Las propiedades
necesarias para que un compuesto sea mediaddr son:

« Mostrar reversibilidad electroquimica.

« Tener un bajo potencial de regeneracion.

« El compuesto debe ser estable en su forma oxidaedugida.

« No debe reaccionar con el oxigeno.

« Debe comportarse de forma independiente del pH.

« Debe reaccionar rapidamente con el sitio activiadmzima.

Esta Ultima caracteristica es la mas impatantes fundamental que la transferencia de
electrones entre la forma inactiva de la enzimbnyegliador sea la mas rapida posible para evitar

interferencias con el oxigeno y otras sustanciasgmtes en la muestra a analizar. Las primeras
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caracteristicas son relativamente faciles de adranan el uso de complejos de metales de
transicion, pero en general la tendencia a intebcamelectrones con los sitios activos de la

enzima es baj¥.

Los mediadores mas usados en biosensores uwmsgl comerciales son compuestos
organometalicos derivados del ferroceno porque éemgon los requisitos para ser un mediador
y tienen constantes de velocidad de transferersisdida de electrones con GO del orden de

10° Ms™ valor que supera la actividad del mediador namuales el oxigen®s.

1 ! !
01 02 03 04

E (V) vs SCE
Figura 9. Voltamperometria ciclica del ferroceno mono acaboxilico en presencia de
glucosa 4), y el mismo sistema, pero con adicion de Gluomsdasa ), observandose un

incremento en la corriente (corriente catalitica).

Para conocer la velocidad de transferenci@ldetrones entre la enzima y el mediador se
hacen estudios de voltamperometria ciclica. Prinsodetermina el voltamperograma del
mediador en ausencia de enzima, posteriormentéicersa el sustrato y la enzima observandose
un incremento en la corriente o que se conoce cmomente catalitica. Si esto ocurre significa
gue hay intercambio de electrones entre el medigdar enzima. Se han probado diversos
compuestos quimicos de naturaleza organica o inma@aomo mediadores en biosensores
amperométricos y sus actividades frente a la Ghicagdasa y Peroxidasa de rabano se pueden
ver en la Tabla 3 donde los mejores mediadorescsmplejos ciclometalados de rutefiio’y

osmio? ya que tienen valores de constantes de transfarda@lectrones mas altos.
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ko para GO ks para HRP

E° (mV) L . .
Mediadores oxidacion reduccion Referencia
Vs ECS 1 4
(M~sY) (M™~s9)
Ferroceno 210 5xf0 2x10° 50, 54
Acido carboxil ferroceno 290 1.5x10 1.1x10¢ 55, 56
Dimetil amino metil ferroceno 370 5.25x10 2.5x10 45, 56
[Ru(bpy)Cly] 300 1.8x16 1.5x1d 57, 58
[Ru(bpy)]?* 1044 2.1x10 59
[Ru(fen)]?* 1110 1.1x10 59
[Ru(DMBA)(bpy),]PFs 190 1x10 3x10 5la
[Ru(phpy)(bpy}]PFs 280 3.5x16 3x10 5la
[Ru(phpy)(fen)]PFs 280 7.5x16 1.7x16 5la
[Ru(phpy)(5,6-Mephen}]PFs 340 1.8x10 3.8x10 5la
[Ru(tolpy)(fen}]PFs 265 9.3x16 1.1x16 5la
[Os(bpy}]?* 585 7.9x18 60
[Os(phpy)(fen)]PFs 100 1.1x106 22
[Os(Mebpy)Ch] 150 1.2x16 57
[Os(bpy)(py)CI]* 200 2x10° 44
Promazina 530 2.8x%0 55
Tetratiafulvaleno 150 1.28x10 61
Azul de metileno 30 1.86x10 61
1,4-bisN,N-dimetil aminobenceno) 450 1.2X10 61
1,4-benzoquinona 275 1.97X10 62
4,4'-dihidroxibifenilo 320 3x10 63

Tabla 3. Mediadores, su potencial redox (en medio acugss) constante de velocidad en la
transferencia de electronds)(en presencia de Glucosa oxidasa (GORy fara Peroxidasa de
rabano (HRP).
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El compuesto de coordinacion [Ru(ki¥) (E°=1044 mWs ECS)>® que tiene seis nitrégenos
en la esfera de coordinacion (6N/0OC) puede comgai@n el complejo que contiene un enlace
C-Ru, cinco nitrégenos y un carbono en la esferaatedinacion (5N/1C) [Ru(phpy)(bp¥)

(E° = 280 mWsECS)>*?Solo por introducir un enlacggmaC-M, el potencial redox disminuye
considerablemente por efecto de un fuerte donadoque la carga del complejo disminuye en
una unidad. Esto representa una serie de ventajas offece trabajar con compuestos
ciclometalados ya que al cambiar un nitrogeno porcarbono se conserva la estructura, se
disminuye el potencial redox y las constantes decidad de transferencia de electrokgson
glucosa oxidasa y peroxidasa de rabano tienen lon da al menos un orden de magnitud mas

alto respecto al analogo compuesto de coordinacion.

En nuestro grupo de trabajo se han desarmliifdrentes rutas para la sintesis de derivados
ciclometalados de metales de transicion, en péaticle rutenio y osmid:>* Dichos compuestos
organometalicos han sido probados como mediad@dsa dlucosa oxidasa y tienen constantes
de velocidad de transferencia asistida de electrdekorden de £a10" M's?, lo que muestra la

alta capacidad de estos compuestos para intercaedd@rones con el sitio activo de la enzima.

Estudios con otras enzimas fueron también exipsos ya que se encontraron velocidades
muy altas de intercambio de electrones con el ceattivo de glucosa deshidrogenasa, los
valores dek son del orden de 1017*s?>** mientras que con la peroxidasa del rabano sezdoan
velocidades de intercambio de hast WD's'.>?* Otra enzima estudiada exitosamente fue la

alcohol deshidrogenas¥ Estos datos son de los més altos informados léeriatura cientifica.

Todos los resultados anteriores demuestratidacapacidad de los complejos ciclometalados
de rutenio y osmio para intercambiar electrones emrimas del tipo oxidoreductasa (es decir
enzimas que promueven reacciones de oxidacionuxcgmh). La ventaja de trabajar con osmio
es que permite tener potenciales redox mas bajagjd para aplicaciones practicas es mejor, y
que los valores dke pueden ser semejantes o mayores a los analogogeti®d?? Por lo que es
interesante estudiar la posible actividad como adsdi de compuestaaonaciclometalados de
osmio, y posteriormente conocer el efecto que tarar la reaccion si se introducen mas enlaces

o C-M al tener compuestdmss- y tris-ciclometalados.
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3. Hipotesis

La activacion de enlaces C(sp?)-H de arilpiridinas da lugar a la obtencién de compuestos
ciclometalados de osmio. Al introducir enlaces o C-Os a la esfera de coordinacion del metal
ocurrira una disminucion considerable del potencial redox. Esto también permitira preparar una
serie de complejos que pueden intercambiar electrones rapidamente con los sitios activos de
oxidoreductasas.
4. Objetivos

e Encontrar rutas de sintesis para preparar complejos ciclometalados de osmio

a. Obtener complejos mono-ciclometalados por activacién del enlace C(sp?)-H de la

2-fenilpiridina, N,N-dimetilbencilamina, 2-p-toluilpiridina y 7,8-benzoquinolina.

b. Preparar complejos bis- y tris-ciclometalados homolépticos y heterolépticos con los

ligantes 2-fenilpiridina, 2-p-toluilpiridina y 7,8-benzoquinolina.

c. Comparar las propiedades electroquimicas entre los compuestos mono-, bis- y tris-

ciclometalados de osmio.
e Realizar un estudio electroquimico de cada compuesto en presencia de dos
oxidoreductasas para determinar el valor de la constante de velocidad en la transferencia
de electrones.

a. Con glucosa oxidasa de Aspergillus niger.

b. Con peroxidasa de rabano.
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Complejos mono-ciclometalados de osmio
5. Resultados y discusion
5.1. Sintesis del precursor [OSCKI-CD(I]G-CGHG)]Z
Primero se sintetiz6 el precurdofOsCI(-Cl)(n°-CsHe)]..>* El material de partida fue la sal

comercial de NgDsCk o bien el OsGI3HO en presencia de 1,3-ciclohexadieno a reflujo de

etanol absoluto, bajo atmdésfera inerte.

Cl\ cl ),

EtOH b

2Na0sCl, + @ reflyo OS\CI/OS\ + 4 NaCl + 4HCl
O Y
Ar \ \ 1

Esquema 15 Sintesis d& que sirvié como precursor de los compuestos cietalados.

Cuando se parte de #=sCk el productal es un polvo color amarillo ligeramente verdoso en
78% de rendimiento. Se logré mejorar el rendimieefmrtado (34%6§*al dejar mas tiempo la
reaccion y usando etanol absoluto y burbujeadoacgén. Si se parte de tricloruro de osmio el
producto es un polvo amarillo y se obtiene en urdimiento de 90% que corresponde a lo
reportadd®*®® La diferencia de colores del producto puede debarsjue la sal de partida es
distinta y a que en el caso del NaCk se forman sales de sodio y otro tipo de impurezas
coloridas que son eliminadas al lavar el producio agua y esto puede explicar ese ligero tono
verde en el producto. Cuando se usa @860 la reaccion es mas limpia y esos subproductos
coloridos no se forman por lo que el producto eapgietamente amarillo. Sin embargo, se trata
del mismo compuesto ya que no se observa diferemcizuanto a reactividad o variabilidad en
los rendimientos de los productos obtenidos arpdetiéste. Luego, a partir de éste dimero se
obtuvieron los complejos ciclometalados con la MiMetilbencilamina (dmbaH), 2-fenilpiridina
(phpyH), 2p-toluilpiridina (tolpyH) y 7,8-benzoquinolina (bzqHjue posteriormente fueron

derivatizados.
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5.2. Activacion electrofilica del enlace C-H. Ciclometalcion de 2-fenilpiridina y N,N-

dimetilbencilamina

Los osmaciclos [Ogf-CsHe)(phpy)(NCMe)]PE 2 (54%) y [Os’-CsHg)(dmba)(NCMe)]PE
3 (83%), fueron obtenidos al ciclometalar la 2-fpmitlina (phpyH) y laN,N-dimetilbencilamina
(dmbaH). Ambos compuestos tienen estructuras sisil&stos productos son solidos cristalinos
de color amarillo y son estables bajo condiciorigsaféricas, mientras quees sensible al aire
en disolucion. Por espectroscopia IR se observa patbos compuestos una banda intensa
alrededor de 840 cmque corresponde al i6n hexafluorofosfato y unadbatébil en 2280 cth
correspondiente al triple enlace=iT del acetonitrilo. El espectro RMRH de 2 muestra un
singulete que integra para 6 hidrégenos correspate al benceno en 6.79 ppm, otro singulete
en 2.33 ppm correspondiente al metilo del aceimitademas de las sefiales aromaticas entre
7.13 y 9.20 ppm. Para el compue8tse observan las sefiales para hidrogenos aromatities
7.94 y 6.96 ppm, la correspondiente sefial paraeetdno en 5.67 ppm, también se tienen
dobletes en 3.94 y 3.54 ppm que integran para drodgeno cada una con una constante de
acoplamiento®) = 13.7 Hz y que corresponden al grupo metileno aedinba. Este
desdoblamiento se debe a que los hidrogenos neqowmalentes entre si y al ciclometalarse la
dmba al metal estos atomos de hidrogeno se vudiasterotopicos. Finalmente se observan dos
singuletes para los metilos del grupo amino y qtre corresponde al metilo del acetonitrilo.

Existe una diferencia relevante en cuanto s dandiciones de reaccion. El precursor
[OsCI(u-CI)(77°-CsHe)]- 1 reacciona con un 2.2 equivalentes de 2-fenilpigicin acetonitrilo a
30 °C para da2 en un rendimiento muy bajo (9%), el cual no megarmentando la temperatura.
La presencia de una base fuerte como NaOH (2 dgutes) incrementa el rendimiento a 54%
donde el tiempo de reaccion es de 48 horas. CNiNalimetilbencilamina, se obtieren 83%
de rendimiento a 30 °C usando un exceso (10 eqgitedpde dmbaH, pero si se agrega NaOH el
rendimiento baja a alrededor del 10%. Es evideunéelg concentracion y fuerza de la base juega
un papel importante en la ciclometalacion de osyreés una evidencia importante para proponer
un mecanismo de tipo electrofilico por una actiéadntramolecular del enlace C3El grupo
fenilo de la dmbaH es mas rico en densidad electdue el de la 2-fenilpiridina y ante esto la

N,N-dimetilbencilamina opera como sustrato y conagebpor lo que no necesita de otra base
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como NaOH. La 2-fenilpiridina tiene un pkK 8.87 y el pk de la N,N-dimetilbencilamina tiene
un valor de 5.07, esto significa que ésta Ultimauea base mas fueftdy por lo tanto la
2-fenilpiridina no puede asistir como base a $odiacion de hidrégeno en proton. En el caso de

la formacion de2, el NaOH si se requiere por su mayor basicidaday@efenilpiridina.

NaOH Q
KPF é 5'\] /Oé\
40 °C —
Q 48 h = N\\
\ ) \

phpyH
CI R
Qj R, KPF, @ R,
1 NCMe \ —|\
+ —30°C = PF
24h SOSTN\\ R/| °
~ /éN \N | 1|
I J/ \
dmbaH 3=R;=R,=H
3= R 4- OMe, R=H
3" = R,R,=3,5-(OMe),

Esquema 16 Reacciones para formar los osmaciclos de 2-fieidilpa y N,N-

dimetilbencilamina.

Para los correspondientes analogos de rutemeactividad es diferente. Si se usa el complejo
dimérico [RuCl(1-Cl)(n°-benceno)] como material de partida, la ciclometalacién esspncia de
NaOH conduce a la formacién de un complejo octaédfRu(phpy)(NCMe)JPFs.>%® Un
producto semejante a éste no se obtiene con omhidala que el enlace®benceno)-Os es mas
fuerte que el enlace¥benceno)-RG%*PEste efecto es conocido debido a la periodicidatbs
elementos, en una el bloque d hay contracciondadapor lo que aumenta el traslape de los
orbitales enlazantes, es decir, aumenta el tamaifiongnta la fuerza de los enla®s.

Para comprobar que la base juega un papelardgke en la reaccion, se decidid preparar
algunos derivados sustituidos de la N,N-dimetililamina®’ Los ligantes dmbaH sustituidos
fueron: 4-metoxiN,N-dimetilbencilamina y 3,5-dimetoxj;N-dimetilbencilamina y se hicieron
reaccionar bajo las mismas condiciones de reacermpleadas para la sintesis 8eLos

productos obtenidos fueron los osmacicl8s y 3” en rendimientos de 28% y 21%
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respectivamente. También se observd que el derivaditroN,N-dimetilbencilamina no

reacciona bajo las mismas condiciones de reacpdmue se recupera cuantitativamente este
reactivo. La diferencia en reactividad bajo las ma@s condiciones de reaccion se debe
directamente a que labl,N-dimetilbencilaminas sustituidas tienen diferentasibidad. Es

importante sefialar que para que ocurra la cicldawen se debe tener una base fuerte para
favorecer la formacién del producto, de lo contrdai reaccion no procede como es el caso de la
4-nitroN,N-dimetilbencilamina con un grupo electroatractoe g@ace que el ligante sea una base
debil. Respecto a los derivados con grupos meexiendimiento es mas bajo probablemente

porque los factores estéricos empiezan a manigestar
Esto hace llegar a la conclusion de que elamsmo de ciclometalacion de osmio es por

activacion electrofilica similar a ciclopaladacisngonde se activa un enlace G)dp asistida

por una basé®

. oy —
¢ _a_ S NeMme =

. \ - —Os— PF¢ +2 KCl
Cl/ \Cl/ NG Cl/\ KPFq Cl
| Cl

SEA

o =
N—R—NCMe | PF
'l

_ ~0% PF, Base

\
N\

2 HCI +

Esquema 17 Mecanismo propuesto de la ciclometalacion denf@gigidina por sustitucion
electrofilica aromética (SEA) donde el centro metéés el electrofilo.

La reaccién comienza cuando el dimero [QsCl)(17°-CsHe)]» forma la especie monomérica
en acetonitrilo [OsG(NCMe)(r7°-CeHe)].%® Posteriormente, el atomo de nitrégeno de la
2-fenilpiridina se coordina al metal para dar KC[@SCI(phpyH)(NCMe)(76-CGH6)]PFG. La
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sustitucion electrofilica aromética ocurre cuantidegilo de la 2-fenilpiridina ataca al centro
electrofilicd® de osmio formando un intermediasigma que en presencia de una base se asiste

la activacion del enlace C®gH para dar HCl y el osmaciclo desedfo.
5.2.1. Derivatizacion de complejognono-ciclometalados
Esta etapa consisitio en la derivatizacion2dg 3, usando para ello acetonitrilo y ligantes
bidentados nitrogenados como la 1,10-fenantrolien) (y la 2,2"-bipiridina (bpy) para obtener
complejos con estructura octaédrica.
Primero se trabajé cod usando como disolvente acetonitrilo y un equivigletie 1,10-
fenantrolina para obtener el compuesto [Os(phpy)(CMe)]PFs 4. Con la utilizacion de un

disolvente prético de mayor polaridad como el metase obtuvieron los compuestos
[Os(phpy)(bpy)]PFs 5y [Os(phpy)(fem]PFs 6 en presencia de 2.2 equivalentes del ligante.

\N/

\ \
N\/,N
Os_
/ N X

N/ MeOH/Zm f\N
5: N N = bpy

PFs
6: N N =fen

Esquema 18 Esquema de reaccién para la obtencion de conspiajoo-ciclometalados de

NCMe/fen

osmio con el fragmento ciclometalado de 2-fenitjpa.
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Al usar el complej@ como precursor y empleando condiciones de reasiiitares a las de
los compuestos anteriores, se obtienen [Os(dmbgigMe)]PFs 7, [Os(dmba)(bpy)PFs 8 vy
[Os(dmba)(fem)PFs 9 de estructura parecida a los derivados de 2-iedilpa.

La caracterizacién de estos compuestoso-ciclometalados se realizé por IR, RMM,
espectrometria de masas (FAB andlisis elemental. Por IR se corroboré lagmem del anion
hexafluorofosfato y el grupo nitrilo del acetoridrpara los compuest@sy 7. Los espectros de
RMN *H muestran sefiales en la regién de 9.6 a 6.5 ppresgmndientes a los hidrogenos de los
anillos aromaticos de la dmba, bpy o fen. Tamb&mlsservan los correspondientes singuletes
correspondientes a los metilos del acetonitril@eroximadamente 2 ppm, asi como los metilos
de la dmba y los dos hidrégenos diasterotépicosn@éleno con una constante de acoplamiento
2] = 14.31 Hz. La espectrometria de masas (modoniesicion FAB) ayudd a conocer la masa
molecular del complejo, ya que principalmente sseolaba la pérdida del ion PRy la

subsecuente pérdida de uno de los ligantes.

NCMeffen — /\

/C\){Sj PFs
//N \
N meoH2 (i N
) O
N 8&N N=b
3 N\ PF, : =bpy
O 7

Esquema 19 Esquema de reaccion para la obtencion de consphepoo-ciclometalados de

osmio con el fragmento ciclometalado de dmba.

En general los derivados con 1,10-fenantrolpi§, = 8.80) tienen un mejor rendimiento en

comparacion con los de 2,2-bipiridina (pk 9.57) debido a que la fenantrolina tiene mayor
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poder coordinant® Estos productos son sélidos cristalinos color mmraestables bajo
condiciones atmosféricas en solido y disoluciore yobtienen en rendimientos de alrededor del
60%.

Partiendo de los compuestos [Os(C,N)(NChelisHe)]PFs (C,N = phpy, dmba) en
presencia de 2,2-bipiridina y acetonitrilo, no fuposible obtener los complejos
[Os(dmba)(bpy)(NCMe]PFs y [Os(phpy)(bpy)(NCMe)PFs. Esto se debe a que la fuerza
coordinante de la 2,2’-bipiridina no es suficieptga desplazar al areno. Ademas el acetonitrilo
no logra polarizar el enlace 08%CsHs), por lo que se recupera de forma cuantitativa el
precursor correspondiente. Esto explica el porqueenforma el producto y porque tampoco se
obtiene un complejo como [Os(phpy)(NCM&)s o [Os(dmba)(NCMe)PF.*® >3

Con rutenio se sabe que es mas facil coordifi)-fenantrolina que 2,2'-bipiridina, aunque
se ha logrado aislar el [Ru(phpy)(NCM@®)py)]PF usando diclorometano como disolvente, pero
se parte del precursor [Ru(phpy)(NCMPEFs que con osmio no se puede aislar por lo explicado
anteriormenté&® En este caso en particular, se intentd hacealtzien en condiciones parecidas,
usando el complej@ como material de partida y 1.2 equivalentes delfgridina a 35 °C en
CH.CI, por hasta 100 horas, y el resultado de esta a®s la recuperacion cuantitativa (>

90%) del complej@ y una pequefia cantidad de productos de descongosic
5.2.2. Estudio estructural por difraccién de rayos X

Se logré caracterizar por difraccion de rajos los compuesto8, 7 y 4 con lo cual se
corroboré la estructura. Los compuesBog 7 tienen ciclometalada Is,N-dimetilbencilamina y
el compuestd contiene el fragmento ciclometalado de 2-fenitiiva. Los datos cristalograficos
se muestran en la tabla 4. Cabe sefalar que tadosdmplejos son muy solubles en
diclorometano, acetonitrilo, metanol, acetona, kcipémente soluble en dietiléter lo que en un
principio dificulto la cristalizacion, aunque fimaénte la cristalizacion se hizo por difusion lenta

de pentano en acetona.
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En estas estructuras el anién hexafluorofosfatsenta un alto grado de desorden. Las
estructuras de los compuest®sy 7 cristalizan en el sistema monoclinico. Mientra® agl
complejo4 tiene dos moléculas de acetona en la celda, pedeal sistema cristalino triclinico y
al grupo espacial Cc que es no-centrosimétricaddedd empacamiento de las moléculas y a una

interaccionm-1tde los anillos aromaticos de fenantrolina.

Figura 10. Interacciones de apilamiento en la estructurstatima del complejd. La distancia

centroide-centroide es de 3.634 A (izquierda). Eeicitaria (derecha).
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3 7 4
Formula empirica G Hz1 N, Os Pk Cos Has Fs N5 Os P GoHzs FsNs O Os P
Peso formula 588.53 731.68 809.74
Temperatura 291(2) K 291(2) K 98R2) K
Longitud de onda 0.71073 A 0.71073 A 0.71473
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico Tigco
Grupo espacial R Cc P2(l)/c
Celda unitaria a= 10.8424(12) Ap = 90° a=11.2693(7) Ag= 90° a=9.9527(7) Aq=101.997(10)°
b= 12.7042(13) AB= 95.302(2)° b=12.4643(8) AP=96.271(10)° b= 12.0274(9) R=90.836(10)°
c= 14.0603(15) Ay= 90° c= 18.8585(12) Ay = 90° c= 14.3999(11) A; = 100.940(10)°
Volumen 1928.4(4) A 2633.1(3) R 1652.8(2) &
4 4 4 2
Densidad (calculada) 2.027 mg/m 1.846 mg/m 1.627 mg/m
Coeficiente de absorcion 6.755 rmm 4.971 mnt 3.970 mnt
F(000) 1128 1424 792
Tamafio del cristal 0.24 x 0.12 x 0.06 mm 0.030800.07 mm 0.32x0.11 x 0.11 mm
Rango de coleccion de daths 2.16 to 25.00° 2.17 to 25.00°. 1.77 to 25.00°.
Rango de indices -¥h<12, -13 h<13, -1¥K h<11,
-15<k< 15, 14 k<14, -1& k<14,
-16<1<16 -2X 122, -1E1<17
Reflexiones colectadas 15454 10529 13233
Reflexiones independientes 3391 [R(int) = 0.0375] 4597 [R(int) = 0.0403] 5798 [R(int) = 0.0397]
Correccién de absorcién Analitico Integracion nalitico
Método de refinamiento Min. cuadrados-matricedesta Min. cuadrados-matrices totaldéin. cuadrados-matrices totales
Dato/restriccién/parametro 3391/0/241 459387 / 402 5798 /404 / 451
Bondad de los datos eA F~ 0.999 0.880 0.897
indices Finales R [1>&(1)] R1 =0.0280, wR2 = 0.0754 R1 =0.0278, wR@.0518 1=0.0335, wR2 = 0.0685
indice R (todos los datos) R1 =0.0327, wR2 = 0/076 R1 = 0.0356, wR2 = 0.0534 R1 = 0.0445, wR2G704
Min.-Méax. dens. elec. residual 0.759y -0.617°eA 0.764 y -0.395 eA 1.045y-0.672 e A

Tabla 4. Datos cristalograficos de los complejos: [§dfenceno)(dmba)(NCMe)|RF?3),
[Os(dmba)(fen)(NCMe)PFs, (7) [Os(phpy)(fen)(NCMe)PFs (4).

Como se observa en la estructur@del centro metalico de osmio tiene estructura edim
sandwich o “banco de piano con tres piernas” cgulés y distancias de enlace dentro del rango
esperado para este tipo de complejos. La distamoiaedio Os-Gencenes de 2.203 A y se puede

comparar con la distancia de enlace de 2.206 Aidespectivo analogo de ruteris.

Los compuestod y 7 tienen geometria octaédrica. Por ejemplo, gase observa que la
distancia de enlace Os-N(1) es de 2.134 A y seemi@irans al enlace Os-C(21) (2.040 A) que
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es mayor respecto a otro enlace 0Os-N(12) (2.050afbr promedio) del mismo complejo, esto
debido a una influencians que ejerce el enlace C-Os. En cuanto a la digtatedienlace C-
Os, en todos los compuestos es semejante (aproxineade 2.060 A). Es importante sefialar,
que en el caso détambién hay influencigrans del enlace Os-C(16) (2.053 A) al enlace Os-
N(12) (2.126 A).

Figura 11. Diagrama ORTEP al 50% de probabilidad para los c@sios3, 7 y 4. En todos los

casos se omitio la presencia del anion hexaflusfato e hidrogenos para mayor claridad.
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7 4
Enlace Longitud (A) Enlace Longitud (A Enlace Léng (A)
Os1-N1 2.037(4) Os-N1 2.056(14) Os-N27 2.005(5
Os1-C8 2.088(5) Os-N2 1.984(14) Os-N30 2.008(5
Os1-N2 2.178(5) Os-N3 2.168(7) Os-N15 2.048(5
Os1-C1 2.168(6) Os-N4 2.003(7) Os-N12 2.050(5
0s1-C2 2.178(6) Os-N12 2.126(6) Os-N1 2.134(4
0s1-C3 2.213(6) Os-C16 2.053(8) 0s-C21 2.040(5
Atomos Angulo (°) Atomos Angulo (°) Atomos Angul®) (
N1-Os1-C8  85.57(16) N2-Os-N1 174.4(2)] N27-Os-N15 .09@9)
N1-Os1-N2 84.94(15) C16-0Os-N3 79.0(3) N30-Os-N15 2.88(18)
N2-Os1-C8  77.57(17) N2-Os-N3 90.5(4) C21-0s-N15  6(@.
C16-N1-Osl  174.4(4) N4-Os-N3 1752(3)]  N27-Os-N12 2.1%(19)

Tabla 5. Distancias de enlace y &ngulos representativ@slparcompuesto8, 7y 4.
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Estudio electroquimico con Glucosa oxidasa

6. Propiedades electroquimicas y actividad con la GO

Se determino el potencial redox por voltamperometria ciclica de los compuestos 4, 5,6, 7, 8 y
9, usando como disolvente acetonitrilo y hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 0.1 M como
medio electrolitico, la concentracién del complejo ciclometalado fue de 1 mM. El electrodo de
referencia usado fue carbon vitreo, el electrodo de referencia de Ag/AgCl y un alambre de Pt

como electrodo auxiliar.

Los voltamperogramas de los complejos ciclometalados de 2-fenilpiridina y dmba que tienen
coordinados dos ligantes bidentados consisten de tres ondas reversibles y una irreversible
correspondientes a la transferencia de un electron. Los picos alrededor de +0.3 V corresponden al

W11 . , . . ,
, el cual es el par redox de interés para los estudios con oxidoreductasas. Los que estan

par Os
cerca de -1.8 y -1.4 V pueden ser debido a otro sistema a un electréon del osmio y la sefial
irreversible de +1.4V se debe al ligante fenantrolina. Cuando se tiene un ligante bidentado y dos
acetonitrilos en la esfera de coordinacion, el voltamperograma difiere ya que solo se observan dos
ondas reversibles a un electron cada una, una de ellas aparece cerca de +0.3 V que corresponde al

/1 : .
M Mientras que la otra se encuentra aproximadamente en -1.5 V y finalmente

sistema Os
aparece un sistema de ondas irreversibles arriba de +1.5 V que se debe a la fenantrolina y

posiblemente a los ligantes acetonitrilos.
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Figura 12. Comparacion de los voltamperogramas de osmaciclos de 2-fenilpiridina y DMBA.

[Os]= 1 mM, 0.1 M (n-Bu)4NPFg, velocidad de barrido 0.1 Vs™.
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Estudio electroquimico con Glucosa oxidasa

Se observa que los compuestos de DMBA tienen el potencial redox mas bajo respecto a los
analogos de 2-fenilpiridina. También hay un aumento en el potencial al sustituir 1,10-fenantrolina
por NCMe. En general, los valores de potencial para estos complejos se encuentran entre 191 y
299 mV vs Ag/AgCl. Se tomaron dos criterios de reversibilidad para estos compuestos. A una
velocidad de barrido de 100 mV/s el cociente de la corriente de oxidacion y reduccion debe ser
aproximadamente igual a uno. Otro fue la separacion de los picos de oxidacion y reduccion (AEp)
que debe estar en el rango de 0.056-0.063 V. Esto es prueba de la reversibilidad electroquimica

(usando acetonitrilo como disolvente) para los compuestos mono-ciclometalados.

Complejo (mlf;)\?:xg?kg&) Ipc/ipa  AEp (V)
[Os(dmba)(bpy).]PFs (8) 191 1.020 0.056
[Os(dmba)(fen),]PFs (9) 192 1.010 0.063
[Os(dmba)(fen)(NCMe),]PFs (7) 221 1.013 0.059
[Os(phpy)(bpy)2]PFs (5) 271 1.008 0.059
[Os(phpy)(fen),]PFs (6) 282 1.033 0.061
[Os(phpy)(fen)(NCMe),]PFs (4) 299 1.020 0.061

Tabla 6. Potenciales redox de los complejos 1 mM en NCMe, 25° C, 0.1 M (n-Bu)4NPFg,

velocidad de barrido 0.1 Vs y sus respectivos valores de ipc/ipa y AE,.

Es importante hacer la observacion de que el potencial redox en acetonitrilo de éstos

22,70
""" Es

compuestos de Os(II) disminuye alrededor de 300 mV respecto a sus andlogos de Ru(II).
decir, solo por cambiar el centro metalico se tiene una disminucion del potencial, ya que el osmio

tiene mayor densidad electrénica y es mas facil oxidarlo.
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5es | [Os{phpy){fen)(NCMe),JPF,  [Ru(DMBA){fen)(NCMe),JPF,

[Ru(phpy)(fen){NCMe),]PF,

[Os(DMEBA)(fen)(NCMe),]PF,

0.0 0.2 0.4 0.8 0.8
E (V) vs Ag/AgCI

Figura 13. VCs de los complejos en NCMe, 25° C, 0.1 M (n-Bu)4sNPFs, velocidad de barrido 0.1
Vs'. Se observa que los compuestos de Os(II) tienen un potencial redox menor al analogo de

Ru(ID).

Se probaron los complejos 4, 5, 6, 7, 8 y 9 como mediadores de la glucosa oxidasa de
Aspergillus Niger. Se uso esta enzima porque es un “sistema modelo” para probar compuestos
como mediadores, ya que si son buenos mediadores con GO, es posible que sean buenos
mediadores con otras oxidoreductasas. Al colocar un compuesto ciclometalado de osmio como
mediador entre un electrodo y la enzima, se esperaba formar un ciclo catalitico como el que se
muestra en la figura 14. La oxidacion de glucosa a gluconolactona se lleva a cabo con la
consecuente reduccion del sitio activo de la enzima. El sitio activo de la enzima es regenerado en
presencia del mediador (Os’"), el cual pasa a su forma reducida. Finalmente la especie reducida
(Os*) se oxida en el electrodo. En la segunda reaccion se define ky, que es la constante de
velocidad de transferencia de electrones. Un valor de k, mayor a 10° M™'s™ (valores promedio de

los derivados de ferroceno)™®>

nos permite saber si los osmaciclos empleados son mediadores
eficientes. Para conocer este parametro fue necesario hacer un estudio electroquimico por

voltamperometria ciclica en medio acuoso.
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Estudio electroquimico con Glucosa oxidasa

O EH =

GO(ox) + D-glucosa — 1 - 8-D-gluconolactona + 2 H”

ko

GO(red) + 2 Os>* » GO(ox) + 2 Os*"

2087 -2 205" (electrodo)

Figura 14. Ciclo catalitico para la reaccion entre Glucosa oxidasa y glucosa en presencia de un
mediador y un electrodo (arriba). Reacciones involucradas durante el proceso, en la segunda
ecuacion se define Kk, que es la constante de velocidad de transferencia de electrones entre la

forma activa de la enzima y la forma oxidada del mediador (abajo).

Para esto, primero se determinaron los potenciales redox de cada complejo en medio acuoso.
Sin embargo, la solubilidad de estos osmaciclos en agua es muy baja, por lo que se recurri6 a usar
aproximadamente 5% de disolvente organico (acetonitrilo). En este caso el medio electrolitico
fue un buffer de fosfatos 0.01 M a pH 7 ya que es el pH mas utilizado para aplicaciones practicas

y por motivos de comparacion respecto a otros mediadores encontrados en la literatura.

El experimento consiste en determinar el potencial redox del compuesto ciclometalado en una
concentracién de 1x10™* M en presencia de 0.05 M de glucosa (esta no muestra actividad
electroquimica) y se hace a diferentes velocidades de barrido (3, 5, 10, 20, 40 y 50 mV/s) en
direccion de oxidacion. Posteriormente a esta celda se adiciona la enzima GO (1x10° M en la
celda) y se vuelven a obtener los voltamperogramas a las velocidades de barrido antes

mencionadas.
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Estudio electroquimico con Glucosa oxidasa

La alta capacidad de estos compuestos en la transferencia de electrones con el sitio activo de
la GO se observa en la figura 15: para el voltamperograma del complejo 7 (en ausencia de GO) se
mide la corriente de oxidacion (ip), y cuando hay GO se puede ver un incremento en la corriente
conocida como corriente catalitica (i,c); esto significa que se esta llevando a cabo el ciclo

catalitico mencionado anteriormente. Ver anexo 1, para los voltamperogramas de 4, 5, 6, 8 y 9.

2.5e-6 A

2.0e-6 1

1.5e-6

i (A)

1.0e-6 -

5.0e-7 4

0.0

-0.1 0.0 0.1 02 03

E (V)
Figura 15. Voltamperometria ciclica del complejo 7 (1x10™* M) en ausencia (linea roja) y en

presencia (linea verde) de GO (1x10° M) y 0.05 M de D-glucosa; a pH 7 (0.01 M fosfatos),

velocidad de barrido 3 mVs™.

Bourdillon y colaboradores™ encontraron que el cociente de la corriente catalitica y la
corriente cero (Ipe/ipo) estd en funcion de la velocidad de barrido (v en V-s) y la concentracién

de la enzima (mol/L) empleada (Ecuacion 1). Donde R es la constante universal de los gases

J

K ), T la temperatura absoluta en Kelvin y F es la constante de Faraday

(R=8.3145

(F =96484.5561 C -mol ).

i, 1 (2kRTY([GO7Y*
i 0446 F v

po

%
m:£ KRT )" _3 47 [KRT
0.446\ F F

k, = m
0.258

Ecuacién 1. Ecuaciones del método de Bourdillon.
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Estudio electroquimico con Glucosa oxidasa

De manera que la grafica i,c/ipo VS ([GO]/v)” tiene una tendencia lineal. La ecuacién de esta

recta esta relacionada con el valor de la constante de transferencia de electrones, K».

25

20 - i .
= —1090.1286 GO
i, v
r’ =0.9943
15
£
g
10
5 .
0 T T T
0.000 0.005 0.010 0.015 0.0
(COW)"?

Figura 16. La grafica i,c/ipo VS ([GO]/V)"? para el compuesto [Os(phpy)(fen)(NCMe),]PFs tiene

una tendencia lineal y se necesita el valor de la pendiente (m) para calcular k.

En agua, los potenciales redox de los compuestos son bajos y la separacion de picos de
oxidacion y reduccion (AE;) se encuentran en el rango de 0.060-0.079 V, por lo que estos
complejos mono-ciclometalados de osmio(Il) presentan un alto grado de reversibilidad
electroquimica en medio acuoso. Los valores de potencial redox en agua, asi como los valores de
k, para los diferentes complejos se muestran en la tabla 7. Estos valores muestran una alta
velocidad de transferencia de electrones entre el compuesto y los sitios FAD" de la enzima. En
consecuencia, estos complejos pueden considerarse como eficientes mediadores para biosensores
amperométricos de glucosa ya que los valores de la constante de velocidad de transferencia de
electrones (k) con el sitio activo de la glucosa oxidasa son mayores que para los derivados

. 50
comerciales de ferroceno.
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Estudio electroquimico con Glucosa oxidasa

) E°(mVWws AE, 1
Complejo Toc/lpa ko (M™s™)
Ag/AgCl) H,O
[Os(dmba)(bpy),]PFs 51 1.233 0.064  6.70x10° £0.02
[Os(dmba)(fen),]PFe 13 1.167 0.057 4.80x10° +0.3
[Os(dmba)(fen)(NCMe),|PF, 32 0.950 0.054 2.00x10° +0.3
[Os(phpy)(bpy)2]PFs 84 2.304 0.079  3.90x10°+0.1
[Os(phpy)(fen),]PFe 31 2.500 0.060 1.80x10° +0.2
[Os(phpy)(fen)(NCMe),]PFs 109 1.188 0.074  2.90x10°+0.3

Tabla 7. Potenciales redox de los complejos en agua, 25° C, 0.01 M buffer de fosfatos pH 7,

velocidad de barrido 3 mVs™ y sus correspondientes valores de k.
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7. Activacion directa del enlace C-H. Ciclometalaciéme 2-fenilpiridina, 2-p-toluilpiridina

y 7,8-benzoquinolina.

La formacion del complejo [OsCl(phpyJ{CsHs)] ha sido estudiada a través de la
transmetalacion de un derivado organomercurada @efénilpiridina, obteniendo el producto en
un rendimiento muy baj. En este trabajo se logré preparar una familiawe/@s compuestos

ciclometalados por activacion electrofilica direeteenlace C-H de una arilpiridina, ruta que no

N

involucra derivados organomercurados.

NN
DN N N MeCH

~ C /
_ OS\CI/OS\ + N CH —— > of
/ Cl reflu o N \
\ | 24h Cl
N  CH =2-fenilgiridina
2-p-toluilgiridina
7.8-tenzoquinilina
/ N/
>N —
10 (59%) 11 (53%) 12 (57%)

Esquema 20 Reaccion de ciclometalacion por activacion etditica directa de un enlace C-H

de una arilpiridina (arriba). Productos obtenidos gsta ruta sintética (abajo).

La ciclometalacion de 2-fenilpiridina (phpyH)2-p-toluilpiridina (tolpyH) y 7,8-
benzoquinolina (bzqgH) ocurre en reflujo de metgrarh dar el correspondiente complejo neutro
(10, 11 y 12) de estructura de medio sandwich en rendimientogamoximadamente 50%. Si
comparamos esta ruta sintética con la que se erpatadormar el compuesf) observamos que
la formacion de2 se favorece por la presencia de NaOH y usando chsatvente acetonitrilo.
Sin embargo, en estas condiciones de reaccion $® les la misma arilpiridina o la
benzoquinolina correspondiente usando 2.2 equitededemas el disolvente juega un papel
importante en la reaccion, ya que al usar un disiéy protico y polar como el metanol se

favorece que la arilpiridina asista la activaci@h enlace C-H para la ciclometalacion. Existen
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casos reportados donde se obtienen complejos daigudel tipo [RuCl(bzgjf-CsHe)]*® o
[RuCl(phpy)°®- CsHe)] en reflujo de metandf’

Es importante sefialar el que el derivado [@sha)(°- CsHe)] no se logré obtener usando
la misma ruta sintética, esto se puede deber alajumbaH no asiste la formacion del
metalociclo por lo que en un disolvente préticoapaio se ve tan favorecida la activacion del

enlace C-H ya que la dmbaH se recupera cuantitaéuge (80%).

Estos compuestos son cristalinos de coloremnjaay solubles en diclorometano, acetonitrilo,
acetona y alcoholes, son estables en condiciomessfdricas, ya sea en disolucion o estado
sélido. Fueron caracterizados por RMN, donde se observaba la sefial correspondiente al
benceno en alrededor de 5-6 ppm con integraciéa geis hidrégenos y las correspondientes
sefales en la regién de aromaticos para la adipai En espectrometria de masas se observa el
pico del ion molecular y la pérdida del cloruro @ada caso. La cristalizacion por difusion de
dietiléter sobre diclorometano da cristales colaranja, los cuales al ser estudiados por

difraccion de rayos X de mono cristal confirmaras éstructuras de los compuesdtby 12.

12

Figura 17. Diagrama ORTEP al 50% de probabilidad para losptejos11ly 12. Se observa la
geometrid‘piano stool” en ambos casos. Los atomos de hidrogeno fuerotidospara mayor
claridad.

45



Compuesto§OsCI(C,N)(7°-CsHe)]

11 12
Formula empirica GHiCIN Os GoH14CIN Os
Peso férmula 471.97 481.96
Temperatura 298(2) K 291(2) K
Longitud de onda 0.71073 A 0.71073 A
Sistema cristalino Monoclinico Ortorémbico
Grupo espacial R Pbca

Celda unitaria

Volumen

z

Densidad (calculada)
Coeficiente de absorcion
F(000)

Tamarfio del cristal

Rango de coleccién de datbs

Rango de indices

Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Correccién de absorcion
Método de refinamiento
Dato/restriccién/paramétro
Bondad de los datos ef F
indices finales R [I>2(1)]

indices R (todos los datos)

a= 10.8370(10) Ag = 90°
b= 11.2374(10) A = 98.1060(10)°
c=12.7399(11) Ay=90°
1541.1(2) A
4
2.034 mg/m
8.440 hm
869
0.31 x 0.28 x 0.24 mm
2.31 t0 25.38°
-8h <13,
-13<k< 13,
-15<1<15
12329
2836 [R(int) = 0.0804]
Empirica
Min. cuadrados-matriceslést
2836/0/191
0.980
R1 = 0.0226, wR2 = 0.0493
R1 = 0.0269, wR2 =@805

a=10.9090(6) Aa= 90°
b=12.7867(8) Ap=90°
c= 21.6969(12) Ay = 90°
3026.5 (3) R
8
2.115 mg/mh
8.597 mnt
1824
0.3620x 0.10 mm
1.88 to 25.00°.
-1Z h<12,
-15 k<15,
-25 | <25,
23158
2657 [R(int) = 0.0497]
Analitica

Min. cuadrados-matrices totales

2687 190
0.930
R1 =0.0186, wRQ2.0386
R1 =0.0237, wR2 = 0.0395

Min.-Max. dens. elec. residual ~ 1.338y-0.573%A 0.614y -0.428 eA

Tabla 9. Datos cristalograficos para los compuesiby 12.
En los compuestdkl y 12, el osmio tiene una estructura de medio sandwpidan®d stool”

con angulos y distancias de enlace semejantescaioglejosl0?® y 3. Sin embargo, la distancia

promedio del enlace OssGiceneS de 1.685 Ay 1.667 A patd y 12 respectivamente, las cuales
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son mas cortas en comparacion con la distancialdeeeRu-Gencengde 1.701 A del anélogo de
rutenid® [RuCl(bzq)q®> CeHe)] el cual cristaliza en el sistema cristalino aenbico y en el
grupo espacial Pbca al igual gl2 Los enlaces &rRu y Ny,rRu del fragmento ciclometalado
miden 2.200 A y 2.100 A respectivamente, mientis en el complejo de osmio las longitudes
para los respectivos enlaces Os-C18 y Os-N7 s@w2d® A y 2.098 A.

11
Enlace Longitud (A)| Atomos Angulo (°)
Os-CI1 2.422(1) | CI1-Os1-N1 82.65(9)
Os-N1 2.103(3) | N1-0s1-C7  77.80(1)
Os-C7 2.037(4) C7-Os1-Cl1  88.00(1)
0Os-Genceno 1.685
12
Enlace Longitud (A)| Atomos Angulo (°)
Os-Cl 2.4137(9) | Cl-Os-C18 86.57(5)
Os-N7 2.098(3) | Cl-Os-N7  84.04(8)
Os-C18 2.249(5) | C18-Os-N7  78.44(9)
0Os-Genceno 1.677

Tabla 8. Distancias de enlace y angulos representativ@slparcompuestodly 12.

Estos compuestaaonacciclometalados neutros fueron utilizados como yn&ares de los

compuestosis- y tris-ciclometalados de osmio que se describirAn mdarstde
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Compleos bis-ciclometalados de osmio

8. Complejoshis-ciclometalados de osmio

Pocos ejemplos de compuestbss-ciclometalados de metales de transicion han sido
informados. Los metales mas empleados para prepatartipo de compuestos son rdtlie
iridio, " algunos se muestran en la figura 18. Con el lig@afenilpiridina solo se conoce un
ejemplo de compuestas-ciclometalado de osmio, [Os(php{@O),], obtenido en rendimiento
del 10-25% a 180 °C en dietilenglicolmetilétér.

74 A\ // ]
H N
WY U S
NN N o - M
M M \ S PFy
S| I WA
N N \\
7| | N | N\ | -
—
= —
M = Rh, Ir

Figura 18. Compuestobis-ciclometalados de rodio e iridio.

El primer paso para tratar de introducir @ndacec C-Os a la esfera de coordinacion de los
complejosmono-ciclometalados de osmio fue utilizar el métodoagévacion electrofilica del
enlace C-H de un segundo equivalente de arilpaid#in embargo, partiendo del compuesenm
presencia de un equivalente de 2-fenilpiridinagquivalente de NaOH y empleando acetonitrilo
como disolvente, no fue posible obtener el proddetseado. Inclusive a reflujo de acetonitrilo o
metanol se recupera el 90% del material de pa(@jlgy una mezcla de productos dificil de

separar.

Nuestro grupo de investigacion ha desarroliamk ruta sintética para obtener compuestos de
rutenio bis-ciclometalados. EI método consiste en partir dahpuestomono-ciclometalado
[Ru(dmba)(bpy)(NCMe)PFs que reacciona con un derivado organomercuradopftby)Cl] en
metanol. El producto de esta reaccion de transaedal es el compuesto [Ru(phgppy)]PF
en rendimiento del 5092 En un principio se intent6 una reaccién parecimtalos compuestos
de osmio, es decir se us6é como material de pagtidampuestd@ [Os(dmba)(fen)(NCMe]PFs

y [Hg(phpy)CI], pero no se obtuvo el producto esper ya que se recupera el derivado
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Compleos bis-ciclometalados de osmio

organomercurado (98%) y el complejo de osmio efQ%. Esto muestra la gran estabilidad de
los compuestosnono-ciclometalados de osmio. También se intentd hdeereaccién con los
derivados de aren® (y 3) pero no se tuvo éxito. Finalmente se encontro lgeecomplejos
mono-ciclometalados neutros [OsCl(phpy}CsHg)(Cl)] reaccionan con el organomercurado,
aungue se obtiene una mezcla de productos diicilegharar, ya que estos quedan adsorbidos en
la columna de alumina que se empleaba para lagaaidn. Por lo tanto se tomé la decision de
trabajar con el derivaddis-organomercurado [Hg(php¥) que es mas reactivo que el

[Hg(phpy)Cl],” lo cual dio mejores resultados.

< > Bipiridina ( _\N N

I N1 — KPFe v c
_os_ T 12MHeC Nl Tponzeee T = oN-05 | PR
CI7 ] oN 48 h X ¢
c/

~
C N-= rhry, tolpy, tzq _

VR
[He(C NJ,] = He(rhry),. He(tolpy),

13 (49%) 14 (53%) 15 (50%) 16 (53%)

Esquema 21 Ruta de sintesis de los compuetws-ciclometalados de osmio(lll) (arriba).

Estructuras de los compuesid$; 14, 15y 16 (abajo).

La reaccion para llegar al compudsteciclometalado de osmio consistié en hacer reaecion
medio equivalente de [Hg(php}) un equivalente de 2,2-bipiridina y un equivakndel
compuesto neutrol(, 11 o 12) en presencia de un exceso de KRando como disolvente
etanol absoluto a 30 °C. Se obtiene el correspatel@mpuestbis-ciclometalado de osmio en
rendimientos del 50%. Los compueshisciclometaladod.3, 14, 15y 16 son solidos cristalinos
de color negro en estado solido y café cuando estafisolucion, son solubles en acetonitrilo,
diclorometano, acetona y alcoholes e insolublegten y hexano. Ademéas son estables en

condiciones atmosféricas.
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Compleos bis-ciclometalados de osmio

Cabe destacar que si se usa una cantidad raayedio equivalente del organomercurado, o
se usa metanol como disolvente, se obtiene unalan@zgroductos. Por ejemplo, si se parte del
compuestd.0 se obtiene: [OsCl(phpy}f-CsHe)] (10) en un 30%, [Os(phpy)(bpPFs (5) 20%,
[Os(phpyX(bpy)]PFK (13) en un 20% y [Os(phpy) (17) en 10%, y otros productos que se
descomponian en la columna de separacion y que tmgsaron caracterizar. Por otro lado, se
puede acceder a la formacion de la espergeiclometalada en rendimientos muy bajos, pero la
sintesis de estos compuestos se discutira mastalela

Es importante sefialar que en esta reacci@stiquiometria del derivado organomercurado
juega un papel importante. Por esta razén soleaenedio equivalente del organomercurado, ya
gue se pueden obtener mas productos ademas dehdmsp&ambién se decidid trabajar con
etanol, que es un disolvente menos polar que ehnokty de esta forma se tiene un control
cinético de la reaccion y se favorece la formaaéh complejobis-ciclometalado y evitar la
formacion deb y del compuesto [Os(phpy)que fue caracterizado por espectrometria de masas
(FAB"). A temperaturas mayores de 40 °C o de reflujetdaol, también se obtiene el producto
pero el rendimiento baja hasta el 25% y con la haede productos antes descrita. Estas fueron
las razones por las que se decidio trabajar a 3dé€ir a estas condiciones de reaccion se tiene

un mejor rendimiento y el producto se obtiene mas.p

En el espectro de infrarrojo es posible olmela presencia del anidon hexafluorofosfato por la
banda intensa en aproximadamente 830.dEm la espectrometria de masas aparecen los picos
esperados para los iones moleculares y la pérdidaecutiva de RFy posteriormente de la
bipiridina. Con esta informacion se sabe que hayfohigmentos ciclometalados en la esfera de
coordinaciéon y un ligante bipiridina, ademas tieneno contraion al RF El andlisis elemental
correspondiente concuerda con lo calculado para camhpuesto. Lo que sugiere una estructura
de 17 electrones con osmio en estado de oxidapéén A diferencia de los complejosono-
ciclometalados, no fue posible caracterizarlossestampuestobis-ciclometalados por RMNH,
debido a que se trata de compuestos paramagnétinasn electron desapareado (configuracién
de bajo espin®y S = %) lo que confirma el estado de oxidacidmuietal y la existencia de una
especie paramagnética. Por lo general, los comgigstramagnéticos tienen como principal

mecanismo de relajacion una contribucion del esfdotronico, la cual es la contribucion mas
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eficiente y que da lugar a tiempos de relajaciégola que por consiguiente implican sefiales muy
anchas y no se observa el espectro de RMINero se puede obtener un buen espectro de’EPR.

Fragmento [ [(M+H)-PFg] | [(M+H)-(bpy+PFo)]
Compuesto m'z % a.r. nm'z % a.r.
13 654 20 500 6
14 684 10 528 6
15 680 25 524 15
16 694 25 538 5

Tabla 10. Fragmentos observados en espectrometria de r(l@&B3) para los complejos bis-

ciclometalados de osmio.

Estudios de RPE revelaron que existe paraniagreen los compuestdss-ciclometalados
de Os(lll). Por ejemplo para el compuesBen estado soélido a temperatura ambiente se observa
un espectro donde se puede ver un acoplamientapdestiperhiperfino con un atomo de
nitrogeno (S=1) ya que hay un triplete 1:1:1 coa constante de acoplamiemto= 19.85 mTA
6.7 K la anisotropia del espectro se resuelve caxma comprimido donde|ggo. En disolucion
de NCMe a 6.7 K. La anisotropia es mas clara aoafiido que se trata de un sistema con
anisotropia axial comprimid&.Esto sugiere que los nitrégenos de las fenilpiddiestarnrans
entre si, es decir, las posiciones axiales esténamdprimidas o con enlaces mas cortos y los
nitrdgenos son equivalentes. Es probable que condenestos atomos de nitrégeno ocurre el
acoplamiento superhiperfino. A baja temperatura @® observable el acoplamiento
superhiperfino debido a que el electron tiene memargia cinética para acoplarse con otros

nucleos.

El compuestd.4 también presenté un espectro axial de caracta$ssimilares (anexo 2).
Con esta informacidbn se puede proponer de manemerae que los compuestos
bis-ciclometalados de osmio(lll) tienen una estruckemejante, donde los atomos de nitrégeno

de las arilpiridinas estanans entre si, y los carbonos de los enlaces Os-C estansiciortis.
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[Os(phpy),(bpy)IPF,, 1 mM en NCMe, 6.7K

1200

1000 -

Intensidad

g

Intensidad

100 200 300 400 500 600 700 800 900 g"

Campo magnético (mT) 200 250 300 350

[Os(phpy),(bpy)]PF,, solido, 6.7 K Campo magnético (mT)

Figura 19. Espectros de RPE para el compuekso En estado solido a temperatura 6.7 K

(izquierda), a temperatura ambiente (grafica iaskxX En disolucidon: [Os] 1 mM en acetonitrilo
a 6,7 K (derecha).

Condiciones Espectro g 19 Jdo Ao (mT)
Solido, T. A. Axial 2.3304 - - 1.985
Solido, 6.7 K Axial - 2.0147 2.6737 -
Disolucion,*a 6.7 K Axial - 2.0245 2.5388 -

* [Os] 1 mM en acetonitrilo

Tabla 11 Datos espectroscopicos de RPE para el complidsto

8.1. Difraccion de rayos X de el compuestbis-ciclometalado (13)

Se confirmo la estructura del compues®por difraccion de rayos X. Se recristalizd por
difusién de dietiléter sobre diclorometano, obtadie cristales de color negro. La estructura del
centro metalico Os(lll) es octaédrica distorsionalldemas se observa que los atomos de
nitrogeno de los ligantes fenilpiridina se encuamtrans entre si con unas distancias de enlace
Os-N25 2.061 A y 0s-N13 2.069 A. Mientras que ltsTéds de carbono C19 y C31 muestran
una influenciarans respecto a los a&tomos de nitrégeno de la bipaidiid-Os 2.136 A y Os-N1
2.143 A, respectivamente y esto concuerda conpelot® axial de EPR y la multiplicidad de la
constante de acoplamiento superhiperfino, por éodgisolo se obtiene el isomero A.

En el compuestbis-ciclometalado de rutenio [Ru(tolpglen)]” solo se observa el isbmero

B,>*? a diferencia dd.3, por lo cual hay diferencias en las distanciagmlace: el enlacRu—C
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tiene una distancia de 1.989y es mas corta que C19-Os (2.039 A). Otras difges son qué3
cristaliza en el sistema cristalino ortorrombicoely grupo espacial Pbca, mientras que el

compuesto de rutenio cristaliza en el sistemanidoiy R.

Figura 20. Diagrama ORTEP al 50% de probabilidad para ltepaationica dd.3 (isomero A)y
sus posibles isémeros geométricos. El anién hexaffasfato y los atomos de hidrégeno se
omitieron para mayor claridad.

El refinamiento de la estructura de un liganf@ridina y dos fenilpiridinas unidas al centro
metalico de osmio se realiz6 por el andlisis dediatancias de enlace Os-C y Os-N lo que

permitié determinar que cada atomo de C estabasnipntrans a un atomo de N de bipiridina.

13
Enlace Longitud (A)] Atomos Angulo (°)
Os-N1 2.143(5) N13-Os-C19  78.7(2
Os-N7 2.136(5) | C31-0s-N25  79.4(2
Os-N13 2.069(5) N1-Os-N7  75.2(2
Os-N25 2.061(5) N7-Os-N13 88.3(2
0Os-C19 2.039(6) C19-0Os-C31 88.8(2
0s-C31 2.030(6) N25-Os-N1  90.1(2

Tabla 12.Distancias y angulos de enlace para el compussto
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Formula empirica ;@HMFT;ELDSP
Peso formula 799.72
Temperatura (K) 298(2)
Longitud de onda (A) 0.71073
Sistema cristalino ortorrémbico
Grupo espacial Pbca

Celda unitaria

Volumen (&)

z

Densidad (mg/rh calculada)
Coeficiente de absorcién (mh
F(000)

Tamaiio del cristal (mm)
Rango de coleccioh (°)

Rango de indices

Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Correccion de absorcion
Método de refinamiento
dato/restriccion/parametro
Bondad de los datos ef F
indices finales R [I>&(1)]

indices R (todos los datos)

Min.-Méax. dens. elec. residual (ER

a=11.0431(9)a=90
b=15.8867(13)p=90
c=33.671(3)y=90
5907.2(8)
8
1.798
4.439
3112
0.32 x 0.30 x 0.04
2.21 a 25.35
- <13
-1% k<19
-40< | <40
46381
5422[R(int)=0.0725]
semi-emp. por equivaden
Min. cuadrados-matrices totales
5422/411/452
1.00
R1=0.0432, wR2=0.1050
R1=0.0736, wR2=1b12
1.187 y -0.482

Tabla 13.Datos cristalograficos para el compu€ekso
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8.2. Propiedades electroquimicas de los compuestois-ciclometalados

Una vez confirmada la estructura de estos cestps, la siguiente etapa fue la caracterizacion

electroquimica. La determinacion del potencial rege realizé usando las mismas condiciones

antes descritas para los complejmso-ciclometalados.

La voltamperometria ciclica de los complejossiste de tres ondas de un electrén cuasi-
reversibles y una irreversible alrededor de +0.XQJperteneciente a la bipiridina. Fueron

interpretados mediante comparacion de las espdigesiclometaladas de rutenio. La onda

correspondiente a #¥ es la que se encuentra alrededor de -0.360 Vpicos de -1.7 y +1.0 V

podrian ser asignados a’thy 04"V respectivamente, asimismo, cuando hay toluilpigdin la

esfera de coordinacion se observa otra sefal isile cerca de +1.5 V que puede ser de este
ligante. También aparecen sefiales “reversibleshdeor intensidad en -1.4, +0.27 y 1.45 que

siguen cada onda asignada, esto puede ser debdddraenos de adsorcion en la superficie del

electrodo, que no se observan con los complejopeestosnono-ciclometalados®®

i (A)

6e-5
[Os(phpy)z(bpy)]PFs
[Os(tolpy)z(bpy)[PFs
3.5e-5
oél/lll
1e-5{ 05"

-1.5e-51

LA

nnv
oénl

A A5 40 05 6 05
E (V vs Ag/AgCl)

1.0

15

20

6e-51

3.5e-51

1e-51

15051/

i (A)

[Os(bzq)(phpy)(bpy)IPFs
[Os(bzq)(tolpy)(bpy)]PFs

O§II/IV ./_.

ey

15 10 05 0 05 10 15 20
E (V vs Ag/AgCl)

Figura 21. Voltamperometria ciclica de los osmacicl@®s 14 (izquierda) y del5, 16 (derecha)
en NCMe, [Os] = 1 mM,r(-Bu)sNPFR; 0.1 M, velocidad de barrido 0.1 Vs

El par O¥" esta cerca de -0.360 V, esto significa que pooditcir un segundo enlasgma

C-Os, hubo una disminucion del potencial redox pil®xdmadamente 0.7 V. Por otra parte, la

reversibilidad electroquimica disminuye ligeramenta que elAE, esta entre 0.076-0.087 V,
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valores que sobrepasan lo esperado. Sin embargodantes de corrient@g/ip, €stan cercanos
al valor esperado de uno. Por esta razdn se coasglee tienen un buen comportamiento

reversible en acetonitrilo.

Complejo ioofi e (A\l/f)% E° (0s") E° (O (L/E:)b E° (0s"™)
[Os(phpy}(bpy)IPFs (13) 1001 0.087 -1754 (-14%0) -365(285) _ 791 1032 (1450)
[Os(tolpyh(bpy)IPR (14) 0975 0074 -1744 (-1422) -389(289) 805 1035
[Os(bzq)(phpy)(bpy)JPE(L5)  1.078 0.079  -1762 (-1425) -386 (262) 757 1005 (1397)
[Os(bzq)(tolpy)(bpy)]PF (16) 0.957 0.076  -1712 (-1354) -308(353) 844 1060

2para OS", " irreversible, € post-pico

Tabla 14. Potenciales redox (mV vs Ag/AgCI) de los comp€8, 14, 15y 16. [Os] =1 mM en
NCMe, 25° C, 0.1 Mr-Bu):NPFs, velocidad de barrido 0.1 Vsy sus respectivos criterios de
reversibilidad pd/ipa y AEp.
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9. Complejostris-ciclometalados de osmio

Se sabe que la preparacion de las espétgsiclometaladas es complicada. Sin embargo,
nuestro grupo de trabajo ha tratado de prepameplejo [Ru(phpy) ™" pero en lugar de esto se
ha obtenido el complejo [Ru(phpy)(pbp)RBbp = 2,2’-bis(2-piridinil)-1,1’-bifenilo). El cal se
obtiene presumiblemente de una eliminacion redactamtramolecular” de la especigis-

ciclometaladd?

PF

+Hg" + KCl

Esquema 22 Reaccién para la sintesis del complejo"{Rhpy)(pbp)]PE.

Debido a que los complejos de osmio son mesastivos y a que los enlaces metal-ligante
son mas fuertes, se pensd que seria posible obterspecidris-ciclometalada de osmio. Por
otra parte, solo se han reportado en la literataraplejostris-ciclometalados [M(phpy) de If"

y RH".” Hasta ahora no se ha informado ningin metal dgiayB que forme especies de este

tipo.

De este modo, se trabajo en la introduccionrdéercer enlaceigma C-Os en la estructura.
Con la experiencia adquirida en la sintesis dedwspuestosnono- y bis-ciclometalados, ahora
sabemos que la mejor ruta de sintesis para intirooh#&s de un C-Os es la transmetalacion. Con
base en esta premisa, se intent6 la reaccién eminpuestos del tipo [OsCl(phpyjtbenceno)]
con derivados organomercurados. En un principidqize la reaccién entre un equivalente de
compuesto de osmio, un equivalente de [Hg(piimy) presencia de KRl se aislé un producto
de color rojo que al ser caracterizado por IR nstraba la banda del anién hexafluorofosfato.
Ademas, el producto formado se obtenia con imparekas cuales eran productos de
descomposicion porque cambiaban de color rapidaremia columna de separaciéon. Por estas
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razones se usé un exceso de derivado mercurado effjbvalentes), un equivalente del
compuestdlO usando como disolvente metanol y a temperaturdesmeb El resultado de esta

reaccion fue la obtencion del compuesto [Os(pfidy) en un rendimiento del 96%.

<=

N
MeCH T. A.
+ HeC Ny g ( NN

|
C]/C;S\N 24h C//Os\
C
CJ ~ N\/

C N= rhry. tolpy. bzq

7\
[He(C  N),] = He(rhry),. He(lolpy),. He(tzq),

\ /\

17 (56%) 18 (71%) 19 (81%) 20 (93%) 21 (53%)

Esquema 23 Ruta de sintesis de los compuestios-ciclometalados de osmio(lll) (arriba).

Estructuras de los compuestios 18, 19, 20y 21 (abajo).

De esta forma se obtuvieron los compuest@sciclometalados de osmio en rendimientos
altos. Son polvos microcristalinos color rojo, efta en condiciones atmosféricas solo en estado
sélido, ya que en disolucién se descomponen. Qiracteristica de estos nuevos compuestos es
la solubilidad:17 y 19 son muy solubles en diclorometano mientras qu&cetonitrilo y acetona
disminuye ligeramente la solubilidad8 y 20 son menos solubles en los disolventes antes
mencionados, finalment@1 es insoluble en la mayoria de los disolventes rmcg4. Sin
embargo, fue soluble en dimetil sulféxido, lo quermitié su caracterizacién por RMM y

espectrometria de masas (FABademas del andlisis elemental.
En la caracterizacion por espectrometria deasige observa el pico correspondiente al ion

molecular y la pérdida de uno de los ligantes.raliais elemental encontrado concuerda con el

calculado. El estado de oxidacion del metal eg #bn complejos de neutros de 17 electrones, al
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igual que los compuestdss-ciclometalados. Sin embargo, con estos compuestogosible
observar espectros de RMN, lo cual es inusual en compuestos paramagnéficos.

Tomando como ejemplo el compuesto [Os(pfipyJ, en RMNH se observa un espectro
muy simétrico que tiene cinco sefales en la reg@éaromaticos, en cada una se puede observar
acoplamientos y es posible calcular constantescdelamiento. Esto nos da idea de la alta
simetria que posee el compues® por lo cual se concluye que solo se obtienedshésofac,

donde cada nitrogeno estatrians al carbono correspondiente a una fenilpiridina.

ivlici 2 W He, He|
8 (ppm) |multiplicidad| 3J(Hz) Hs He q s J :
8.68 d 4.7 |- P\ H7, H7
H5 I I \
7.97 d 7.4 o . | - % [
N\ | we. v | u” f
7.73 d 7.9 N : “l ‘\ M\ s
7.48-7.39 m - ‘ 4|HL LA
I H3 I L I
/ \ | / U/l
7.52-7.20 m - It N L B

Tabla 15. Desplazamientos quimico3) del espectro RMNH en CDC4 del compuestd?. A la

derecha se muestra una ampliacion de la regionédican

Recordemos que la configuracién de Os(lI)d&sS = ¥ que corresponde a un electrén
desapareado. El espectro de RMN se debe a que ccwniempo de relajacién del espin
electrénico es corto (como los observados en logpoestos diamagnéticos) se obtienen sefales
finas!’ En otras palabras, la presencia de enlaces coealentre un metal y sus ligantes provee
un patrén para la deslocalizacion de los electroweapareados a través de la molécula. Se ha
observado que compuestos en estado basal triplerdegenerado ¢j), es decir aquellos que
tienen un tiempo de vida pequefio del espin detrélecdan sefiales finas en RMN y anchas en
RPE. El ancho de la sefial se debe a que el elez@irabia de estado de espin con el tiempo. Es
decir, si el espin electrénico se invierte rapidai®gS = + %) en comparacion con el tiempo de
correlacion de particulas en disolucion, el acopat del espin nuclear con la red sera
eliminado casi por completo por lo tanto tiempordijacion espin nuclear sera grande (del
orden de milisegundos), y el ancho de la sefialidignd. En estos casos, no se observaran los

espectros de RPE* ¢
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Cuando tenemos un tiempo relativamente graedelajacion del espin electrénico (J1%)
se observan sefales finas en el espectro de RP&yyanthas en RMN. Por otro lado, si el
tiempo de relajacién es extremadamente cortot~§J) se podran observar espectros en RMN
(normalmente como lineas finas). Esta es la misawsac de porque en los compuedtis
ciclometalados no se observa sefial de RPE a tetapgeeanbiente. La inactividad a temperatura
ambiente en RPE también puede deberse a que aed¢rain complejo de bajo espin con fuertes
acoplamientos espin-érbita lo que hace que el ted®relajacion del electrén sea cditd.”®
Existe la posibilidad de que en estado sdlido ggnes se acoplen rapidamente entre si a traves

de la red cristalina y por ello no sea observabésgectro RPE a temperatura ambiente.

A una temperatura de 6.7 K en estado solidusible observar la sefial de RPE y se resuelve
la anisotropia donde|ggn que corresponde a un espectro axial. En disolutigen valores
semejantes del tensor g aunque las sefiales sorsrmgansas debido a que podria ocurrir un
acoplamiento espin-espin intermolecular en disécf '’¢ "®

[Os(phpy),), solido, 6.7 K [Os(phpy),], 1 mM en NCMe, 6.7 K
1000 ol 400

300 A
500 -

200 A

| ol 100 1 9
-500 - ; 01

-100 A

Intensidad
Intensidad

-1000 ~
-200 A

-1500 ~
-300 A

-2000 - T T T T T T T -400 T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 200 250 300 350 400

Campo magnético (mT) Campo magnético (mT)

Figura 22. Espectros de RPE para el compuekio En estado solido a temperatura 6.7 K
(izquierda), y en disolucion de NCMe a 6,7 K (dbec Ver anexo 3 para los espectros RPE de
18,19y 20.

Condiciones Espectro |9 9o

Sélido, 6.7 K Axial 2.3633 2.0554
En NCMe, a 6.7 K Axial 25275 2.0822

Tabla 16. Valores del tensor g para el compuestoque corresponden a un espectro de tipo
axial.
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Como se explicé anteriormente, el compué3ta temperatura ambiente tiene sefiales anchas
en RPE y el paramagnetismo se manifiesta mejor & 6Esto fue confirmado al realizar un par
de experimentos a temperatura variable. Uno fuelestla variacion de la intensidad de la sefial
de RPE. Se registro el espectro y la intensidath defial partiendo de temperatura ambiente y
gradualmente bajar la temperatura hasta 6.8 K, el@@dobserva que la intensidad aumenta
conforme disminuye la temperatura. Mientras quetrel experimento fue observar el cambio de
la susceptibilidad magnéticg)(en funcion de la temperatura. En este caso senabain
comportamiento para la ley de Curie que dice quauszeptibilidad magnética es inversamente
proporcional a la temperatura, y con esto se desdéamromagnetismo o antiferromagnetismo
para el compuestb?.t°

0.10 4

0.09 4

20 | 0.08

0.07 4

60 - 1

3

% (cm”/mol)

f“’" ¢

Intensidad

0.05 4
40 4
0.04 4

=1 0.03 1

0.024

2303930922933

0

e 0.01 . ; , ; ;
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 0 50 100 150 200 250 300

T(K) T(K)

Figura 23. Experimentos de RPE (izquierda) y susceptibilichadjnética (derecha) en funcién de

la temperatura.
Los compuestosis-ciclometaladosl8, 19 y 20 mostraron un comportamiento similar (ver

anexo 3). A temperatura ambiente se observa eteepte RMN'H mientras que el espectro de

RPE muestra una sefial ancha, pero a baja temme(atdrK) se observa un espectro axial.
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9.1. Difraccion de rayos X del compuestdris-ciclometalado (17)

La difraccion de rayos X confirmé la estruetalel compuest@7. Cada atomo de nitrégeno
se encuentrérans a un atomo de carbono, que corresponde al isdfaerdcs una geometria
octaédrica distorsionada. Las distancias de erfa®s son muy parecidas entre si (en promedio
2.040 A), asi como las distancias N-Os (2.148 Adwptomedio). EI compuesto cristaliza en el
sistema tetragonal y en el grupo espacial f8-42sta geometria concuerda con los datos de RMN
'H, que muestra un espectro de cinco sefiales, camsecuencia de la alta simetria del
compuesto. Con ello se concluye que todos los cesipstris-ciclometalados son el isémero
fac.

Figura 24. Diagrama ORTEP d&7. Los elipsoides estan dibujados al 50% de proioaioil Los

atomos de hidrogeno se omitieron para mayor cldrida

Al compararl7 y 13, se observa que el compuests-ciclometalado es neutro, y bis-
ciclometalado es catiénico. Ademas, en el compuk3t enlace Os-N1 es de 2.143 A, el cual
presenta influencigrans por el enlace C19-Os (2.039 A), y estos valoes @arecidos a las
distancias promedio de los enlaces C-Os (2.040 N)}@s (2.148 A) del compuestty. En el
refinamiento de la estructura, se analizaron latadcias de enlace Os-C y Os-N lo que permitio

determinar que cada atomo de C estaba en posiaidsa un atomo de N.
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17

Enlace Longitud (A)]  Atomos Angulo (°)
Os1-N1 2.145(4) N1-Os1-C7 78.1(2
Os1-N25 2.151(4) N19-Os1-C19 77.8(2
Os1-N13 2.149(4) | N25-0s1-C31  78.1(2
0s1-C7 2.026(5) | N1-Os1-C19  168.2(2)
0s1-C19 2.044(4) | N13-0s1-C31 168.5(2)
Os1-C31 2.041(5) | N25-0s1-C7  170.9(2)

Tabla 17.Distancias y angulos de enlace para el compué&3tos

Analizando la red cristalina, se observa q@y lin empacamiento que permitiria la
comunicacion intramolecular. Una de ellas es ldacdistancia intramolecular a través de los
anillos aromaticos (3.375 A) y la otra es que tddasmoléculas estan ordenadas de forma que
los anillos arométicos estan paralelos entre siia distancia de 9.125 A. Esto puede podria
explicar el porque a temperatura ambiente en estélido se observa un espectro RPE con

sefales anchas. Es decir podria haber acoplamigatespin en estado sélido.

Figura 25. Celda unitaria del compuesid. Se observa que las distancias intramoleculanes so
de 3.375 A y ademas los anillos arométicos estiadas a 9.125 A de distancia.

63



Complejos tris-ciclometalados de osmio

Formula empirica l55-|24N3Os
Peso formula 652.75
Temperatura (K) 298(2)
Longitud de onda (A) 0.71073
Sistema cristalino tetragonal
Grupo espacial P-42

Celda unitaria

Volumen (&)

z

Densidad (mg/fh calculada)
Coeficiente de absorcién (mh
F(000)

Tamaiio del cristal (mm)
Rango de coleccioh (°)

Rango de indices

Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Correccion de absorcion
Método de refinamiento
Dato/restriccion/parametro
Bondad de los datos ef F
indices finales R [I>&(1)]
indices R (todos los datos)

Min.-Méax. dens. elec. residual (ER

a=23.4566(10)a=90
b=23.4566(10)4=90
c=9.1255(8) =90
1928.4(4)
4
2.027
6.755
1128
0.24 x 0.12 x 0.06
2.16 a 25.00
4h<12
-15 k<15
-1601 <16
15454
3391[R(int)=0.0375]
Analitico
Min. cuadrados-matrices totales
4590/0/334
0.919
R1=0.0242, wR2=0.0421
R1=0.0296, wR24810
0.735y-0.364

Tabla 18.Datos cristalograficos para el compuekto
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9.2. Propiedades electroquimicas de los compuestings-ciclometalados

La determinacion del potencial redox solo ealizd para los compuestdd, 18 19y 20
usando la técnica de voltamperometria ciclica enm#&mas condiciones que los compuestos
anteriores. Para el comple2d no fue posible realizar este experimento, estadded que no es

soluble en acetonitrilo ni ningun otro disolventepdeado en andlisis electroquimico.

De forma general, el voltamperograma consisteuatro ondas, dos de ellas reversibles a un
electrén y las dos restantes son irreversibles apreesponden a la oxidacion del ligante
fenilpiridina (+0.150 V y +1.699 V). La onda en988 V corresponde a ¢4 y la de +0.223 V
puede deberse al par't)$. Esta dltima tiene mayor altura respecto a laadespecie 04", ésta
diferencia puede deberse a que las especies difudeléorma distinta en disolucién, es decir, el
par 0" tendria un coeficiente de difusién menor. Losamtsts compuestdsis-ciclometalados

muestran un patron voltamperométrico parecido.

i (A) 1565 4 1A odmv

Os(ph
— . [Os(phpy);]
Phpy) L/L [Os(bza)(phpy),]

1.0e-5 [Os(tolpy)s]

oél/lll

[Os(bzq)(tolpy),]

5.0e-6 4

OéIIIIV
0.0
Oél/lll

-5.0e-6 -

-1.0e-5 A

-2e-5 T T T T T T T -15e-5 - T T T T T T T T
2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 20 12 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4

E (V) vs Ag/AgCl E (V) vs Ag/AgCI

Figura 26. Voltamperometria ciclica del compuedib(izquierda) y de los compuestds, 18,
19y 20en NCMe, [Os] = 1 mM,n-Bu):NPF; 0.1 M, velocidad de barrido 0.1 V¢derecha).

Los compuestod?7 y 19 muestran una semejanza en cuanto a la altura deitos

voltamperométricos, pero 8y 20 tienen una altura menor. Una explicacion podriajge hay

una diferencia en los coeficientes de difusion, qua los complejo48 y 20 tienen el ligante
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Complejos tris-ciclometalados de osmio

benzoquinolina, ligante que es mas rigido y le ieoafla caracteristica de difundir més

lentamente en disolucion a los compuestos antesiaratos.

En la tabla 19, se muestran los valores denpal redox, asi como los criterios de
reversibilidad que se emplearon. Puede observamseeigpotencial de &' disminuye por la
presencia de toluilpiridina que tiene un metilce¢éanillo aromatico que tiene un efecto inductivo
hacia el metal y lo hace mas rico en densidadréld@ca. Con la benzoquinolina ocurre algo
similar, al ser una estructura rigida es buen donsigma. Esto afecta también la reversibilidad
de los compuestos en acetonitrilo, los valoresiydga, son cercanos a la unidad para los
compuestod7 y 18, pero para los compuestt8 y 20 el valor es mayor a uno y son los que
tienen toluilpiridina coordinada. Sin embargo, Vasores deAE, se encuentran en el rango 0.054-

0.064 V por lo que se considera que tienen buarsagsibilidad.

Complejo (m\I/E i/é(?bi;/lll\g] cl) ipcfipa AEp (V)
[Os(phpy}] (17) -958 0.809 0.062
[Os(bzq)(phpy)] (18) -967 0.967 0.060
[Os(tolpyy] (19) -1042 1.297 0.054
[Os(bzq)(tolpy)] (20) -995 1.290 0.064

Tabla 19. Potenciales redox del par'®s de los complejosris-ciclometaladod7, 18, 19y 20.
[Os] = 1 mM en NCMe, 25° C, 0.1 MBu)NPFs;, velocidad de barrido 0.1 ¥sy sus

respectivos criterios de reversibilidgdipa y AE.
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10.Comparacion de las propiedades electroquimicas emtios compuestomono-, bis- y tris-

ciclometalados

Una vez preparadas las series de complejmsratalados de osmio se hizo una comparacion
entre ellos. Para ver como afectaba el nUmero ldeesv C-Os en la esfera de coordinacion fue

necesario preparar el complejo [Os(bj{PFs)2 que ha sido previamente reportddo.

Los compuestos [Os(bpy(PFe)2 [Os(phpy)(bpyjlPFs 5, [Os(phpy)(bpy)]PFs 13 'y
[Os(phpy}] 17 tienen geometria octaédrica y se tiene desdengbwesto de coordinacion que no
tiene enlaces C-Os, hasta los derivados organdowetajue tienen uno, dos y tres fragmentos
ciclometalados. Una diferencia es el color en digdh (usando metanol, acetona, diclorometano
o acetonitrilo). EI compuesto [Os(bplPFs). en disolucién es de color verdees moradol3
es café yl7 es rojo. Ademas las cargas de los complejos canimedida que se introducen
enlacess C-Os, desde 2+ (0C/6N), 1+ (1C/5N, 2C/4N) hasta ¢8N/3C). Ademas, en estado
sélido todos los compuestos son estables en conégi atmosféricas. Sin embargo, en
disolucién solo el compuestb7 (3N/3C) se descompone, ya que pasa de color rejerde
cuando la disolucion se expone al aire. En la t@blase pueden ver las propiedades de estos

complejos.

Compuesto #C/#N Colot E.OP Carga D (cmf/sf E°0Os™ (mV)
[Os(bpy}](PFe)2 0OC/6N  verde Il 2+  (8.220.1)x1D 888
[Os(phpy)(bpy)]PFs5  1C/5N  morado Il + (8.6+0.2)x10 271
[Os(phpy}(bpy)]PFs 13 2C/4N café 1] + (6.0£0.1)x1H -356
[Os(phpy}] 17 3C/3N  rojo 1 0 (4.2+0.1)x18 -958

& Color en disolucién.

b Estado de oxidacion del metal. 3

° Determinado por la ecuacién de Randles-Seffcik.

Tabla 20. Comparacion de algunas propiedades de los comgsuesclometalados con el
compuesto [Os(bpy)(PFe).. Potenciales redox de ¥4 vs Ag/AgCl, en NCMe, [Os] = 1 mM,

N(n-BuyPFs; 0.01M, velocidad de barrido 100 mV/s.
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Figura 27. Voltamperometria ciclica de los complejos cicltetedos de osmio con tres, dos,

1 mM, N(n-BiPRs
0.01M, velocidad de barrido 100 mV/s (arriba), 'mda lineal del potencials nimero de

uno y cero atomos de carbono en la esfera de camidn en NCMe, [Os] =

carbonos (grafica insertada) y estructuras dedogpoestos comparados (abajo).

El potencial redox del compuesto [Os(bj{iPFs). es de 888 mWs Ag/AgCl, tiene seis N-Os
(OC/6N), el cual disminuye por introducir un enlageC-Os a la esfera de coordinacion
(compuestob), al introducir el segundo fragmento ciclometalddry otra disminucién en el
potencial redox (compuesi@) y finalmente se tiene un potencial muy bajo doroenpuestdl7
(-958 mV). Con se establecié la siguiergeuacion con unr? 0.9998,
E(V vs Ag/AgCI) = (0.8&0.01) — (0.61F0.006%, dondex es el numero de atomos de carbono

lo cual, =
enlazados al metal y el potencial redox disminyy@@dmadamente 617 mV por cada enlace
C-Os en la esfera de coordinacion. Es decir, athaegiue se agrega otro enlace C-Os, el metal

cada vez es mas rico en densidad electronica per tmordinados atomos de carbono que son
mejores donadoresgma.
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Si se grafica el potencial redox del pat'®=n funcién del nimero de atomos de carbonos
enlazados al metal, se observa una tendencia.liddamas al comparar los voltamperogramas
correspondientes, se puede ver que a pesar deaelstanisma concentracion, la altura de los
picos de los complejo$3 y 17 es menor respecto @y el tris-bpy, esto se explica por las
diferencias que hay en los coeficientes de difusidBn la tabla 20 puede verse que los
compuestod3y 17 tienen un coeficiente de difusién mends v [Os(bpy}]**, lo que explica la
diferencia en la altura de los picos en la voltammpetria ciclica. Los coeficientes de difusion

(D) fueron determinados voltamperometricamente drsém ecuacion de Randles-Seviak:
i = (269x10°)n”SD*v"*C
Donden, es el nimero de electrones transferid®ss la superficie del electrodo (®mD es el

coeficiente de difusién (cifs), v la velocidad de barrido (V/sE la concentracion (M) y la

constante de proporcionalidad 2.69%fiéne unidades C-mbNV .
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11.Estudio electroquimico con la HRP

En vista de que los potenciales redox de mwmpuestosbis- y tris-ciclometalados son
negativos, la reaccion entre ellos y la glucosadasa no ocurre. Porque al hacer los
experimentos con esta enzima, se observé que nstraneorriente catalitica. El potencial redox
del grupo FAD/FADH en la enzima GO es de -135 m¥Ag/AgCl* por lo tanto la GRq como
los compuestos son reductores, 10 que no favoeeceakccion redox. Por esta razon se hicieron

estudios con la enzima peroxidada de rabano (HRP).

Como se mencion6 anteriormente, el mecanganaccion de esta enzima es mas complejo a
comparacion con la glucosa oxidasa. La reaccionetogoara estudiar el mecanismo de la HRP
fue usando como sustrato al peroxido de hidrégesm@a formar las dos diferentes formas
oxidadas de la enzima, las cuales deben reacciooar un mediador (un compuesto
ciclometalado de osmio) y regenerar la forma actigala enzima. Para ello se trabajo a una
concentracion de 1 mM de,&, y se calcularon dos constantes de transferencéedeonesk;

y ks).** Sin embargo, el célculo de las constantes de igaldale transferencia de electrones no
es directo, por lo que para ello se recurrié al dsan software de simulacion electroquimica
llamado DigiElch 4.6?

Las condiciones experimentales del estudictrelguimico fuerori’ buffer de fosfatos pH 7.4
(NaH,PO, 4.3 mM, NaHPO, 15.1 mM y NaCl 50 mM), kD, 1 mM, HRP 0.2uM y [Os] 20
UM, y se trabaj6é a 10 mV/s en direccion de reduccEsm muy importante usar el buffer de
fosfatos en la concentracion y pH adecuados paenebuna buena actividad y respuesta de la

enzima peroxidasa de rabano.

El experimento consistio en medir el voltanggeama de cada osmaciclo, empleando para
ello un 3% de metanol para lograr su solubiliza@ammedio acuoso. Posteriormente se adiciono
a la celda, la enzima y ehb8, para volver a tomar el voltamperograma corresporidi En este
caso se observa un incremento en la corriegtec@rriente catalitica) como resultado del
intercambio de electrones entre el sitio activéeddRP y los compuestos ciclometalados (figura
28).
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i (A
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Figura 28. Voltamperometria ciclica con substraccion del tdanpara el complejo
[Os(phpyX(bpy)]PFs en ausencia de HRP y,®, (linea verde), cuando se adicionan estos
reactivos se observa un incremento de corrienmeglfoja). Condiciones: [Os] 20M, HRP 0.2

UM, H2,O, 1 mM en buffer de fosfatos pH 7.4. Velocidad deitda 10 mV/s.

k
HRPaep + Hy0,—————> HRPqy, + H,0

HRPqoy, + 05+2—L>k HRPgoy, + Os™

kg
HRP, + Os'2 HRPy, + Os®

OX-l1

20sB + 2e 2 0g2

Figura 29. Mecanismo de accion de la HRP en presencia M@ M un mediador (arriba).
Reacciones involucradas en el proceso ddnpdg ks son las constantes de transferencia de
electrones entre el complejo de osmio y las foraxédadas de la HRP (abajo).
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El mecanismo de la reaccion empieza cuanflarmaa activa de la enzima HRE reacciona
con el sustrato peroxido de hidrogeno para dar ggdRPox.. Esta a su vez reacciona con un
equivalente de [Og}p para formar la segunda forma oxidada HRIP que reacciona con un
segundo equivalente de [@s) para regenerar la forma activa de la enzima. lbgsegjuivalentes
de [Oshx formados durante el proceso son reducidos en larfitip del electrodo. En la figura
29 se muestran las ecuaciones quimicas antestdesém la segunda ecuacion se deffing en
la tercera se defink; que son las dos constantes de velocidad de transfa de electrones a

evaluar.

Para la simulacién en el programa DigiElch #® necesario usar datos experimentales, los
cuales fueron:

» Concentraciones de reactivos (M).

« Superficie del electrodo de trabajo (diametro den® 0.0707 cr).

* Velocidad de barrido durante el experimento (0.9K).

» Caida ohmica experimental (Ohm).

» Pasos de potencial aplicado (0.00106 V).

* Ventana de potencial.

e Tiempo de equilibrio (5 s).

« Coeficiente de difusién del, (1.6x10° cnf/s)2*

+ Coeficiente de difusién de la HER1x10" cnf/s).

 El valor dek; en la reaccién entre la HRP y® (k; = 1.7x10 M*s?).4°

Los valores dé&;, y ks fueron simulados hasta alcanzar el valor absaligtda corriente
catalitica y la forma de la curva voltamperométriCaando estas se ajustaban lo méas posible al
experimental, es porque se habian encontrado lsesadek, y ks. De esta manera se
determinardn las constantes de velocidad de tnamsfia de electrones para los complejos
[Os(bpy}](PFs)2, 5, 13, 14, 15, 16, 17y 18 (anexo 4).
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-3.9e-6 A LA 3.9e-6
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Figura 30. VC experimental con substraccion del blanco (iegia): voltamperograma del
complejo [Os(phpy(bpy)]PF en ausencia de HRP y,® (linea verde), cuando se adicionan
estos reactivos se observa un incremento de ctar{nea roja). Simulacion (derecha) para el
complejo [Os] 20uM, HRP 0.2uM, H,O, 1 mM en buffer de fosfatos pH 7.4. Velocidad de
barrido 10 mV/s.

Experimental Simulacién

%1 LA
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E 1V (vs AGAGC)
Figura 31. VC experimental con substraccion del blanco (iegia): voltamperograma del
complejo [Os(phpy)(bpy)PFs en ausencia de HRP y,®: (linea azul), cuando se adicionan
estos reactivos se observa un incremento de ctar{gnea verde). Simulacion (derecha) para el
complejo [Os] 20uM, HRP 0.2uM, H,O, 1 mM en buffer de fosfatos pH 7.4. Velocidad de
barrido 10 mV/s.
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Los valores obtenidos #gy ks para cada complejo se muestran en la tabla 2@e&eral, los
compuestodis-ciclometalados tienen los valores més altos. Adesgdobserva que cuando no
hay enlaces C-Os ([Os(bpyd ™), k. y ks tienen valores muy bajos (1X101's™?), mientras que
al ir introduciendo atomos de carbono a la esferaabrdinacion, los valores de estas constantes
van aumentando hasta alcanzar los valores mas @itoel complejo [Os(phpy(bpy)]PF Y
cuando se tiene el compuestis-ciclometalado, hay un ligero descenso lkeny ks. Esto puede
deberse a que el potencial del compuesto [Os(phey)muy negativo (muy reductor) y a que no
muestra reversibilidad electroquimica en medio agusin embargo reacciona con la enzima al
observarse corriente catalitica. En contraste t@oraplejo [Os(phpy(bpy)]PF que presenta
un comportamiento cuasirreversible, pero aun asetios valores dk, y ks mas altos, y esto
puede ser porgue tiene un potencial redox adecpadd reaccionar con el sitio activo de la

enzima, es decir el potencial no es tan reductor.

Compuesto 'Z; (|r42\c/>) AE  indipa D (cMPis) ke (MY  ks(M7sY)
[Os(bpy}](PFs)2 652 0.065 0.955  5x1D 1x10 9.7x1d
[Os(phpy)(bpy)]PFs 35 0.064 1.002 5x10 2x10 1.1x16
[Os(phpy}(bpy)]PRs 294  0.132 0.353 *2x10° 6x10 4x10
[Os(phpy}] -1103  0.108 0.016  1x10 5x10 9x10
[Os(bzq)(phpy)] -1151  0.027 0.236  8x10 4x10 2x10
[Os(tolpyk(bpy)]PFs -314  0.154 2.243  6x10 1x16 7x10¢
[Os(bzq)(phpy)(bpy)]PE  -302  0.200 2598  9x1D 2x10 2x10

[Os(bzq)(tolpy)(bpy)]PE -236 0.189 1.983  5x10 1x10 1.4x16

2Se determiné experimentalmente el valor de 1.984M2 cnf s

Tabla 21. Datos electroquimicos y constantes de transfaaateielectrones para la reduccion de
HRP-ox (k) Y HRPyx-2 (ks) por compuestos ciclometalados de osmio. El E& esferido a
Ag/AgCI. [Os] 20puM, HRP 0.2uM, H»O, 1 mM en buffer de fosfatos pH 7.4. Velocidad de
barrido 10 mV/s.
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En vista de que el complejo [Os(philypy)]PFs resultd ser el mejor mediador para la HRP,

se decidi6 hacer el célculo directoldeisando el método de Savé4rimpleando la ecuacién:

ip = FS\/ DOscgsV 2k3C}(-)|RP

Donde, F es la constante de Faraday, S es la mipetél electrodo de trabajo (mnDos es el

coeficiente de difusién para el complejos de ost@igge €s la concentracion inicial de la enzima
y ks la constante de transferencia de electrones gamédgente. EI experimento se realizd
haciendo voltamperometria ciclica a diferentes eptraciones del complejo de osmiSog

usando una velocidad de barrido de 50 mV/k; ge calculd a partir de la parte lineal de la
grafica j vs C%s Esta ecuacion funciona cuando se aplican altasidades de barrido (en este
caso se trabajo a 50 mV/s) y a concentraciondd,@2 menores a 5 mM, ya que si se usan
velocidades de barrido muy bajas, no hay una bregpraducibilidad del experimento, debido al
fendmeno de “incubacion de la enzima” que hacel@ugerriente catalitica decaiga en un 30% al
cabo de unos minutos, ademas hay que recordar @liasaconcentraciones de peroxido de
hidrogeno (mayores a 5 mM) existe la posibilidadatenar la tercer forma oxidada de la HRP,

lo que haria que el mecanismo fuera diferente.

1.2e-6 1 7
n (A)
1.0e-6 -
i, =004140¢
8.0e-7 1 )
r>=0.9921
6.0e-7 1
.
4.0e-7 1
.
2.0e-7 1
0.0 T . . T T
o] be-6 1e-5 2e-5 2e-5 3e-5 3e-5

[Os] (M)
Figura 32. Parte lineal de la grafica corriente catalitich €n funcion de la concentracion de
mediador para calcular la constante de velocidattaesferencia de electronkgspor reaccion
entre HRRBxi y el compuesto [Os(phpybpy)]PFs en concentraciones 0, 5, 10, 15, 10 yub&
Buffer de fosfatos pH 7.4, HRP Qu&1, H,O, 1 mM, velocidad de barrido 50 mVs
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Por el método experimental se encontrélgue4.65x10 M™s* +0.002, y al compararlo con
el valor encontrado por simulacion, se observasgmemuy semejantes. Esto da soporte a que los
valores encontrados por simulacion, son correcto®s/ ayudan a establecer que los mejores
mediadores para la transferencia de electrones laorHRP son los compuestobis-

ciclometalados, seguidos de tos-ciclometalados ynonaciclometalados de osmio.

. ks (usando DigiElch)| ks (experiemtal)
Complejo 1 1
(M~7s7) (M7s7)

[Os(phpy}(bpy)]PFs 4x10 4.65x10 +0.002

Tabla 22 Valores encontrados pata usando DigiElch 4.0 y el método experimental.
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12. Compuestos ciclometalados de rutenio y osmio comayentes de transferencia de
electrones con un complejo FeTAML

Se realizé una estancia de investigacion en ebgeréntre el 1° de febrero de 2009 al 31 de
mayo de 2009 en Carnegie Mellon University, PittghuPennsylvania, U. S. A. en el grupo de
investigacion del Profesor Terry Collins, bajo lgervision del Dr. Alexander D. Ryabov. The
Institute for Green Science dirigido por el Proferiy Collins ha desarrollado importantes
investigaciones con un enfoque de quimica verdeostesible. La principal linea de
investigacién consiste en la reduccion de la comaomn por lo que se estan disefiando
compuestos a base de hierro y TAML® (Tetra-AmidocMayclic Ligand, por sus siglas en
inglés), que son activadores de peroxido de hichdgé&stos compuestos estan patentados y

registrados por Carnegie Mellon University.

La estancia se llevo a cabo como parte destleaha colaboracién que existe con nuestro
grupo de trabajo, por lo que algunos complejosoniettalados de rutenio y osmio fueron
preparados y llevados a Carnegie Mellon Univerpidlya estudiar su comportamiento como
mediadores en la transferencia de electrones esensor quimico de perdoxido de hidrogeno
usando como elemento de reconocimiento un compdestéerro FeTAML.

12.1. Generalidades del complejo FeTAML

El grupo de investigacion de Collins ha cdntido sustancialmente a la preparacion
de ligantes que se conocen como “Tetra-Amido MalerLigands” (TAMLs)®® Estos ligantes
poseen propiedades interesantes tales como lazigide le brindan a un complejo, ademas
contiene cuatro grupos amida que cuando se degproge pueden unir fuertemente a cualquier
centro metdlico. Esto permitié la produccién de ptmjos de hierro (FETAMLS), que en
presencia de oxidantes comaQ4 son capaces de catalizar de manera eficienteegtsel la
oxidacion de varios sustratos con aplicacionesolégicamente importantes. Hasta ahora, se
ha informado la oxidacién de colorantes organicadutdes en agu¥la degradacion
significativa de organoclorados provenientes dedfisentes de las plantas de celul¥sig
deslignificacién rapida y selectiva de la pulpardaderd® la degradacién de contaminantes
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persistentes como los clorofenofés; la oxidacion selectiva de compuestos tiofénigoe se
encuentran en la gasolina y el die¥ellas recientemente se ha conseguido la desactivaeio
esporas bacterianas y la degradacién total de ipldga organofosforadds.Estas aplicaciones
han sido probadas de manera efectiva y reprodueblel laboratorio, y algunas han sido

probadas en su campo de aplicacion.

La estructura de los compuestos FeETAML coesi una geometria pentacoordinada de
piramide con base cuadrada alrededor del hierromBlonente en la posicion axial se tiene un
ligante HO y los cuatro grupos amido estan coordinadosrdt@ale Fe(lll) por los nitrégenos
gue previamente han sido desprotonados. La estautiene dos partes principales: la cabeza,
que es fragmento del anillo aromatico y la colad#onsualmete hay dos grupos R entre dos
grupos carbonilicos. Estos sitios suelen ser sithti$ por grupos metilo, metoxi, cloruro, nitro o
acido carboxilico, para modular las propiedadestricas del centro metalico.

cabeza cola

W S
N N v
L O _
M =Li", Na*
R=Me, Et. F

X = H, Me. MeO, NO,, COGMe, COCH, Cl
Figura 33. Estructura general del compuesto Fe-TAML. Eh@stde oxidacion del hierro es tres

y presenta una geometria de piramide de base dsadra

Ademas, estos compuestos presentan diferprdggedades en funcion del pH, aunque esto
depende en gran medida de los sustituyentes. Eerajem pH 3-4 ocurre la demetalacion del
complejo y a pH mayores a 12 ocurre la hidrolisgd chismo. Por otra parte cuando los
complejos FeTAML reaccionan con peroxido de hidngeriginan una especie muy oxidante
(FE”TAML) de la cual no se sabe con precision cuallesstado de oxidacion del metal. Sin
embargo, existen estudios DETque sugieren un estado de oxidacién Fe(lV) conligastes

acuo o bien un Fe(V) con un ligante oxo unido aamne
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12.2. Actividad de peroxidasa del complejo FeTAML

Las peroxidasas catalizan reacciones en miesele HO,. Por lo tanto, se han venido
desarrollando compuestos que tienen similitud com ditios activos de enzimas. En este
contexto, el grupo hemo ha sido estudiado y pdoasel han desarrollado compuestos modelo

para entender el mecanismo de accion de enzimasogtienen este sitio activo.

Esta también es un area de interés en la qaide compuestos 'F&AML. Otro importante
éxito en la investigacion ha sido imitando perogaacon una actividad similar a estas enzimas.
Estos compuestos contienen un centro férrico coaddi en la cavidad de un ligante TAML
(tetra-anionico). El complejo FeTAML reacciona qmroxido de hidrogeno para formar agua y
la forma oxidada del complejo del complejo de lieFeTAML + H0, — FE*TAML + H,0.

La correspondiente constante de velocidad de segonden de esta reaccion puede variar
respecto al pH, pero a pH 10 muestra su maximetiddad >

T
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| 1 |
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Figura 34. Perfil de la constante de velocidigls en funcion del pH para la reaccion entre
FeTAML y H,O, a diferentes temperaturas. Condiciones: FeTAMIBR18’ M, H,0, 3.3x10*
M, buffer de fosfatos 0.001 M.
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Esta reaccion también se lleva a cabo conxjulr® organicos, por lo que conocer mas sobre
esta actividad de peroxidasa es un tema atractive 1o ha sido explorado por via

electroquimica.

12.3. Estudio electroquimico entre compuestos cictetalados en presencia de un
complejo FeTAML

Nuestro grupo de investigacion ha desarrolledimpuestos ciclometalados de rutenio que
tiene potenciales aplicaciones como mediadores antrdnsferencia de electrones con
oxidoreductasas. En ese sentido, el trabajo expatah de la estancia se centrd6 en usar
compuestos ciclometalados de rutenio y osmio conediadores en un sensor quimico de
perdoxido de hidrégeno, empleado una “enzima adlficon actividad de peroxidasa como son

los compuestos FETAML.

Los compuestos ciclometalados de rutenio [Ruj(bpy}]PFs y [Ru(phpy}(bpy)]PFs
fueron preparados conforme a lo reportado>3® También se emplearon los compuestos de
osmio [Os(phpy)(bpy)PFs, [Os(phpy)(bpy)]PF vy [Os(phpy)]. ElI complejo FeTAML usado
fue el que se muestra en la figura 35 y se emplatcustrato al peréxido de hidrégeno.

A A\ A\ +
\\ N N 5 ! A\ D ! \\‘ ! \\l
L = | NF =S \.1\‘.\ S NS
\//c N C— N Ne—— N C = N Ne—
— N/O\S\N < = N/\O/S/ = N/\O/s/ = ]\/\R{l/ = ]\/\R{J/
A KT (L XS A RS WA IS A IS

N
H 0
L 0

Figura 35. Compuestos ciclometalados de osmio y ruteniab@rr Estructura del complejo

FeTAML empleado como enzima artificial (abajo).
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Para conocer el valor de la constante de mgdcde transferencia de electrones entre el
complejo FeETAML y los compuestos ciclometaladosudenio y osmio se hicieron estudios por
voltamperometria ciclica en agua, usando bufferffad#atos pH 10, bajo cuatro diferentes
condiciones:

a. Adsorbiendo en la superficie del electrodo de jakhcomplejo de osmio o rutenio,
y el complejo de hierro en disolucion.

b. Adsorbiendo el mediador y el complejo de hierrekelectrodo de trabajo.

c. Soportando en una matriz polimérica a ambos compsiesn la superficie del
electrodo.

d. Todos en disolucion.

El mecanismo propuesto consiste en que el gestp FeTAML reacciona con peroxido de
hidrégeno para dar agua y la forma oxidadd*{FeML). Esta especie no se puede regenerar
directamente por lo que reacciona con la formaadiedudel mediador (My) y asi se recupera la
forma activa del complejo de hierro mientras quistena oxidada del mediador (M se reduce
en la superficie del electrodo. En la segunda e6nase definek,, que es la constante de
transferencia de electrones entre la forma oxidedaompuesto de hierro y la forma reducida
del mediador. El valor de es conocido y es igual a 1.3%1@s* a pH 10, donde el compuesto

FeTAML muestra su mayor actividdd.

FeTAML %

Fe(ox) H,0
ko ki
FeTAML  %-e
Fe(II)
H,0,
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Figura 36. Proceso de transferencia asistida de electromi@&s el compuesto FeTAML y los
compuestos ciclometalados de rutenio y osmio.

La alta capacidad de los complejos de rutgniesmio para transferir electrones con el
compuesto de hierro se muestra en la figura 37.alsencia de FeTAML y peroxido de
hidrogeno solo se observa el voltamperograma daliader de osmio o rutenio, pero en
presencia de ellos se observa un incremento ewrtéemnte, lo que hace pensar que se esta
llevando a cabo un ciclo catalitico semejante aladenzima peroxidasa de rabano, es decir, el

compuesto FeTAML muestra actividad como una peesad

-5e-6

) -de-6 i(A)

-4e-6 1 [Ru(phpy)o(bpy)] "= ADS
[FeTAML]=1x10 M
H02=1x10"3 M

Buffer de fosfatos 0.01 M, pH 10
-2e-6 { Velocidad de barrido 2 mV/s

[Os(phpy),(bpy] "= ADS
[FeTAML]=1x10"8 M
3e-6 | HoOa=1x10° M
Buffer de fosfatos 0.01 M, pH 10
Velocidad de barride 2 mV/s

-3e-6

-2e-6

-1e-6
-1e-6 -

ofM

-0.2 -0.3 -0.4 -0.5 -0.6 -0.0
E(V) vs SCE

-0.2 0.3 -0.4 0.5 -0.6
E(V) vs SCE

Figura 37. Voltamperometria ciclica cuando se soporta ersuperficie del electrodo un
mediador de osmio (izquierda) o rutenio (derechal yomplejo FETAML se mantiene en
disolucién. Condiciones: [M] adsorbido, FeTAMuMI, H,O, 1 mM, en buffer de fosfatos 0.01
M a pH 10, velocidad de barrido 2 mV/s.

Cuando se tiene adsorbido en la superficiel@etrodo al mediador y complejo FETAML, se
observa el mismo comportamiento (corriente cataljtiSi se realizan los experimentos a pH 8 la
corriente catalitica es menor en aproximadamenie, &3to de acuerdo a la actividad esperada
del complejo de hierr® Al emplear la matriz polimérica se usa pH 8, seohéen estas
condiciones porque para una aplicacion practiaaejer un pH cercano a la neutralidad, ademas
podria ser comparado con un biosensor de HRP ajpajara pH 7.4.
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El polimero empleado fue proporcionado pobelNicolay V. Tsarevsky (Carnegie Mellon
University). Tiene como estructura general grupastilacrilato y metilpropil en la misma
proporcion y ambos estan anclados a un grupo ansusiituido con un alcohol y un éter. Este
material al ser cationico podia interactuar corcahplejo FeTAML que es anidnico y asi
favorecer la estabilidad del sistema polimero-FeTAMrimeramente se adsorbe en el electrodo
de trabajo el complejo [Os(phphpy)]PR (que es el mejor mediador para la HRP),
posteriormente se adsorbe la mezcla polimero-FeTAfslimando asi un electrodo modificado
que es un prototipo de un sensor quimico de tegararacion. Los resultados muestran que este
sistema tiene sensibilidad al peréxido de hidrégesodecir, se observa la corriente catalitica a
diferentes concentraciones del sustrato.

o) o)

S)
Cl
@
(0] N
m m \
CH

Figura 38. Polimero usado para soportar el complejo FeTAMIa auperficie del electrodo.

Tiene grupos metilacrilato y metilpropilo en la me proporcion. Peso molecular 20 000 g/mol.

Matriz polimérica _ Disolucion

*

H202

Electrodo

Figura 39. Esquematizacion de la superficie del electrodo fizadio. En la matriz polimérica
esta soportado el complejo de osmio que sera ugsado mediador y el complejo FeTAML que

sera la enzima artificial que reaccionara con pgdodde hidrégeno que esta en disolucion.
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i(A)
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Figura 40. Voltamperogramas del electrodo modificado en gmwes de diferentes
concentraciones de peroxido de hidréogeno. En léicgransertada se observa la tendencia
diferentes concentraciones deQd. Condiciones: buffer de fosfatos 0.01 M pH 8, calad de
barrido 2 mV/s.

En la figura 40 se muestra la respuesta gasepta el electrodo modificado a diferentes
concentraciones de peroxido de hidrogeno, es degir, cuando el complejo FeTAML esta
inmovilizado en la superficie del electrodo, tiamea buena actividad de peroxidasa. Ademas,
existe una relacién proporcional entre la corrieatilitica y la concentraciéon de®} por lo que
en el rango de concentraciones de peroxido de M&asta 6 mM hay una tendencia lineal, lo

gue es muestra de la buena sensibilidad de esteoele modificado.

Es posible volver a reutilizar el mismo eledty modificado, solo hay que lavar con agua
HPLC y “guardarlo en seco” ya que si se guardageia ® buffer, la matriz polimérica empieza a
degradarse. Una forma de evaluar la estabilidadeléetrodo modificado, fue usar el mismo
electrodo en diferentes disoluciones de peroxidbidegeno a la misma concentracion pero se
encontré que puede usarse sin problemas hastar2€ después de soportar la matriz polimérica.
Luego de ese tiempo la respuesta decrece en uQ%®0rLomienza la degradacion de la matriz

polimérica.
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El valor dek, fue calculado por simulaciones usando todos Idesdaxperimentales y el
programa DigiElch 4.8° Sin embargo, solo se calcularon los valoresdeuando todos los
componentes estaban en disolucion, ya que eraarecesmparar con los datos obtenidos con la
enzima HRP. El mecanismo propuesto se basé ereleggonoce para la enzima Peroxidasa de
rabano, y seria el que se muestra en el esquentar24ga condicion de que>k; para que fuera

lo mas parecido.
k,
FelTAML + H,0, ————Fe"TAML + H,C

k-
FeVTAML + M?'—_ 2 5 Fe'VTAML + M3

k
FeVIAML + M2— 7 o FellTAML + M3*

QM 4+ 2e =2 M (electrodo)

Esquema 24 Mecanismo propuesto para la actividad de persgidiel FETAML en base al

mecanismo de la HRP. En este caso hay dos corstisteansferencia de electrohey ks.

Este mecanismo es semejante al de la HRRenSbargo, al tratar de simularlo, no fue posible
encontrar una correlacién entre el simulado y eleerental. Por estas razones se sugirié otro
mecanismo: el primer paso consiste en la reaccitre el F& TAML y H,0, que es una
reaccion a dos electrones y que forma una espewada de FETAML y agua. Esta especie
oxidada se reduce en un solo paso por la reacoidmas equivalentes de la forma reducida del
mediador (Meg) para dar FETAML y la forma oxidada del mediador ¢)) que se reduce en la
superficie del electrodo. Cuando se simuld esteamisemo, se encontrd que era mas parecido al

experimental. De esta manera se calcul6 solo umstaate de transferencia de electrokgs (
111 k’ A%
Fe"TAML + H,0, ————F¢VTAML + H,0
\% 2+ k; 111 3+
FeVTAML +2 M*" — = o FelTAML + 2 M

2 M3+ 2e ————»0 M2F (electrodo)

Esquema 25 Mecanismo propuesto para la actividad de perssidiel FeTAML mediada por
complejos ciclometalados de rutenio y osmio. Lastamtie de transferencia de electrokese

define en la segunda ecuacion.
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La comparacion entre los voltamperogramasraxpatal y simulados se muestra en la figura
41. La forma y el valor maximo de corriente caizditson muy parecidos, esto da soporte al
mecanismo propuesto. El valor Bepara el complejo [Os(phpybpy)]PR es de 1x1dM7s?
que es del mismo orden de magnitud que se encpat®la HRP I, = 6x1¢ M?'s?), y se
sugiere que el complejo FeTAML puede emplearse cemzama artificial. Los otros compuestos
ciclometalados de osmio mostraron buena actividadcomo los de rutenio, aunque en menor
proporcion. De forma general puede decirse que dosnpuestos bis-ciclometalados
[M(phpy)(bpy)]PF (M = Os, Ru) son los mejores mediadores en lastea@encia de electrones

con el complejo FeTAML. Estos resultados se preseenh la tabla 23.

i(A) i(A)

-5e-6 - F 5e-6

Experimental Simulacién

-01 -02 -03 -04 05 -06 -07 -01 -02 -03 -04 -05 -06 -07
E(V) vs SCE E (V)

Figura 41. VC experimental con substraccion del blanco (iegla): voltamperograma de
[Os(phpyX(bpy)]PK en ausencia de FeTAML y.B, (linea verde), al adicionar estos reactivos
se observa un incremento de corriente (linea r&jmulacion (derecha). Condiciones: [Os] 0.1
mM, FeTAML 1 uM, H,O, 1 mM en buffer de fosfatos 0.01 M pH 10. Velocidibarrido 2

mV/s.
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E° (mV)

i 1l

Complejo VSECS ko (M™s™)
[Os(phpy)(bpy)]PFs -30 1x10
[Os(phpyX(bpy)]PFRs -420 1x16
[Os(phpy}] -1052 1x10
[Ru(phpy)(bpy}]PFs 252 1x16
[Ru(phpy)x(bpy)]PFs -185 3x10

Tabla 23 Potenciales redox en agua y constantes de transfa de electronek, para la
reduccién de FETAML por compuestos ciclometalados de Os y Ru alfHy 25 °C.k, fue

calculada usando el software DigiElch 4.0

Estos resultados refuerzan lo realizado c@netizima HRP, ya que los compuestos
ciclometalados de rutenio y osmio reaccionan cofiweeates mediadores con un compuesto de
tipo FeTAML (enzima artificial). Las constantes tid@nsferencia de electronds)(encontradas
son altas y comparables con las encontradas estwgli@ entre compuestos ciclometalados de
osmio y la HRP.
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13. Conclusion

La activacion electrofilica de un enlace C(sp®)-H de una arilpiridina es una ruta sintética
adecuada para obtener complejos mono-ciclometados de osmio(ll). La posterior derivatizacion
con ligantes bidentados nitrogenados permitio la obtencion de complejos octaédricos estables en
condiciones atmosféricas. Estos osmaciclos tienen una alta capacidad para intercambiar
electrones con el sitio activo de esta enzima, y ello se corroboré al calcular experimentalmente
los valores de k;, la constante de velocidad de transferencia de electrones, que estuvieron del
orden de 10° M™s™. Estos valores son més altos que para los derivados de ferroceno y algunos

derivados ciclometalados de rutenio.

La transmetalacion empleando derivados organomercurados fue el método sintético para
preparar compuestos bis- y tris-ciclometalados de osmio(lll) en buenos rendimientos. Estos
presentan potenciales redox menores a los mono-ciclometalados. Se observé una dependencia
lineal del potencial redox, el cual disminuye aproximadamente 617 mV por cada enlace ¢ C-Os

en la esfera de coordinacién.

Los compuestos ciclometalados fueron empleados en estudios con la peroxidasa de rabano. En
este caso se usO un software de simulacion para calcular las correspondientes constantes de
transferencia de electrones (k; y k3). Los mejores mediadores estudiados fueron los complejos
bis- y tris-ciclometalados. Se calculé experimentalmente el valor de ks para el compuesto
[Os(phpy)2(bpy)]PFs v el valor obtenido es semejante al encontrado con el software DigiElch,
esto refuerza los resultados encontrados por simulacion. De forma general se puede decir que los
compuestos ciclometalados son eficientes mediadores en la transferencia de electrones con

oxidoreductasas.

El compuesto FeTAML fue usado como enzima artificial (peroxidasa) y esto fue corroborado
con el estudio de un sensor quimico (de segunda y tercera generacién) de peroxido de hidrogeno,
donde los compuestos ciclometalados de rutenio y osmio fueron buenos mediadores en la

transferencia asistida de electrones.

88



Perspectivas

14. Perspectivas

El éxito obtenido en la preparacién de compuestos mono-, bis- y tris-ciclometalados de osmio
permitio estudiar por via electroquimica su comportamiento como mediadores con dos de las
enzimas mas importantes empleadas en biosensores enzimaticos amperomeétricos: la glucosa
oxidasa y la peroxidasa de rabano. Tras haber encontrado que estos compuestos pueden

emplearse en biosensores, se pueden continuar investigando los puntos siguientes:

Disefiar nuevos compuestos ciclometalados de osmio con ligantes que permitan mayor
rigidez, como por ejemplo ligantes tipo pinza que se enlacen al metal de forma tridentada,

por ejemplo ligantes NCN o CNC.

e Preparar compuestos ciclometalados solubles en medio acuoso.

e Tratar de preparar compuestos ciclometalados de hierro, los cuales pueden presentar

mejor “bio-compatibilidad” con las enzimas.

e Estudiar el comportamiento electroquimico frente a otras enzimas redox como la glucosa

deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa.
e Realizar un estudio detallado del mecanismo de accion del compuesto FeETAML vy tratar

de modificar las condiciones experimentales para poder construir un sensor quimico de

perdxido de hidrogeno.
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15. Parte experimental
15.1Materiales y métodos

Todos los experimentos se realizaron empledasldécnicas Schlenk usando nitrégeno o
argén. Los siguientes disolventes fueron destiladescados con su respectivo agente secante:
diclorometano (FOs), acetonitrilo (POs), etanol y metanol (Mg). Disolventes grado HPL@oo
acetona, pentano, agua desionizada y éter etihbad@ se usaron como se recibieron. La
N,N-dimetilbencil amina (dmbaH), 2-fenil-piridina (pyig), 2{-toluilpiridina (tolpyH), 7,8-
benzoquinolina (bzqH), el hexafluoro fosfato de asai, el hexafluorofosfato de
tetrabutilamonio, la 1,10-fenantrolina (fen), 2ipiridina, NaCl, NaHPO,, NaaHPQ,, peroxido
de hidrogeno 31% V/V, la Glucosa oxidasa Ajeergillus Niger(tipo VII), la Peroxidasa de
rabano dasoenzima C(tipo VI, RZ=3.1)fueron adquiridos en Aldrich Chemical Co. El 1,3-
ciclohexadieno y guaiacol fueron adquiridos en &Juld hexacloroosmato de sodio y tricloruro

de osmio fueron comprados en Strem Chemicals.

La actividad del grupo FAD de la Glucosa oszamldue determinada por UV-Vis usando el
coeficiente de extincion molar1.31x1d M™cm a 450 nn?’ La concentracién de grupo hemo
de la Peroxidasa fue medida calculando la relaRinA403{A27snm Y la actividad fue calculada
usando el ensayo de guaiacol por UV-¥idara los experimentos con HRP se prepararon
diariamente disoluciones frescas dgklusando un estandar de®d al 31% midiendo Agonmy
el coeficiente de extincién mof4e=72.4 M*cm™* en un equipo UV-Vis Spectrophotometer Cary
400 Conc Varian o en equipo UV-Vis Hewlett PackBidde Array spectrophotometers models

8453 usando celdas de cuarzo.

Los espectros de RMNH fueron obtenidos con un espectrémetro JEOL GX@B0a 300
MHz) los desplazamientos quimicos son reportadospmm empleando como disolventes
CD3sCN, CDCB, (CD3),CO y (CD;),SO. La referencia para cada espectro fue el missobvente
deuterado, las constantes de acoplamiento estAz.dros espectros de masas fueron obtenidos
usando un espectrometro JEOL JMS-SX102A, con alaohatrobenzilico como matriz (Modo

de ionizacion: FAB, m/z [abundancia relativa (%)]. Los espectros URrén realizados en un
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equipo Bruker-Tensor 27 FT-IR usando KBr en la iggnmeflectancia difusa y en un equipo
Bruker-Alpha ATR. Los andlisis elementales se hazieen un instrumento analizador Exeter
Analytical CE-440 y por USAI-UNAM en un instrumensmalizador EA 1108 FISIONS. La
susceptibilidad magnética fue medida en un Quar@esign Magnetometer usando una capsula
de gelatina. Los experimentos de EPR se hicierotuleos de cuarzo en un equipo EPR JEOL
JES-TE300 en banda X a 100 KHz de frecuencia deutacidn con una cavidad cilindrica del
modo Tk La calibracion del campo magnético externo se ltian un Gaussémetro de
precision JEOL ES-FC5, algunos experimentos fubemios a temperatura de helio liquido (6.1

K) usando un equipo criogénico OXFORD con controtaitke temperatura I'Egs.

Las determinaciones electroquimicas se realizaen un galvanostato potenciostato
AUTOLAB modelo PGSTAT 12 en una celda de tres ebeltis: electrodo auxiliar de platino;
electrodo de referencia Ag/AgCl o ECS vy el elearatk trabajo fue de carboén vitreo. El
electrodo de trabajo fue cuidadosamente pulido3cdisoluciones de diamante de 15, 3yniy
antes de realizar cada medicion con alimina de 070§ fue lavado con acetona y agua HPLC.
Los electrolitos soporte usados fueron buffer dedafims 0.01 M de pH 7, 8 y 10 (en medio
acuoso) o bien hexafluorofosfato de tetrabutilamor®.1 M en acetonitrilo. Los
voltamperogramasji de los complejos de osmio o rutenio fueron ollemien ausencia de GO,
HRP o FeTAML. Las corrientes cataliticag) @e obtuvieron en presencia de las enzimas y sus

sustratos o de FeTAML y 4@, bajo atmdsfera de argon o nitrégeno.

La adsorcion de los compuestos se realizaappado una disolucién 1 mM de compuesto
ciclometalado en diclorometano, se toma una ga&@ geposita en la superficie del electrodo de
trabajo previamente pulido. Se espera a que seosvap disolvente. La adsorcion del complejo

FeTAML se realizoé de la misma manera.

El electrodo modificado se prepara disolvieRéd AML (2.63 mg, 0.005 mmol) en 5 mL de
una mezcla etanol/agua (10%), a esta mezcla setkdel polimero (100 mg, 0.005 mmol) y se
agita por dos horas a temperatura ambiente. Ldudiéa se guarda en frio. Se prepara otra
disolucion 1 mM de [Os(phpyppy)]PF en diclorometano. Luego de pulir el electrodo, se
coloca una gota de la disolucién de osmio y seraspajue el disolvente se evapore, luego se
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pone una gota de la mezcla que contiene el polimeloFeTAML y se espera unos minutos a

que el disolvente se evapore.

El precursor organometalico de osmio: [{94{enceno)Gl.,, fue preparado segun lo descrito
en la literaturd*®°Para preparar 4-OMe(DMBA), 3,5-(OMe)MBA y 4-NO,-DMBA se sigui6
el método reportadd. Los derivados organomercurados Hg(phpyg(tolpy)y y Hg(bzg)

fueron sintetizados conforme a lo descrito entéadiura’>

15.2Sintesis de [OsClCI)(5°-benceno)j (1)

Método A. Se puso bajo Ar una disolucion de,8aCk (1g, 2.227 mmol) en 10 mL de etanol
absoluto desgasificado con Ar, luego se adicio®dngL, 104.829 mmol) de 1,3-ciclohexadieno,
esta mezcla de reaccion se llevo a temperaturaftigor por 24 horas, todo el tiempo bajo
atmosfera inerte. Luego de este tiempo se formarecipitado de color verdoso, el cual se filtra
con vidrio poroso y este solido es lavado con 5deletanol frio, posteriormente se lava con
agua destilada (3x5 mL) para eliminar las salesodé presentes, después se lava con etanol frio
(5mL), y finalmente se lava con 10 mL de diétilrete deja secar por 3 horas al vacio, y se
obtiene un polvo verde-amarillo; (rendimiento: 58%®), 78%), el cual se usa asi para las

siguientes reacciones.

Método B. Partiendo de (0.97 g, 2.75 mmol) de QsEH,O en 50 mL de etanol absoluto
degasificado con Ar, se le adicionan (3 mL, 32 mnu# 1,3-ciclohexadieno, la mezcla de
reaccion se pone a reflujo por 49 horas. Al térniiabtiempo se observa un precipitado de color
amarillo que se filtra con vidrio poroso. Se lava @tanol (3x5 mL) y con 10 mL de dietil éter.
Se seca al vacio para obtener un polvo fino der estarillo (rendimiento: 820 mg, 95%), el cual

se utiliza asi para futuras reacciones.

15.3. Sintesis de [Os(0+El4py-4C,N)(#°-CsHe)(NCMe)]PFs (2)

A una suspension denftbenceno)OsG), (100 mg, 0.147 mmol), NaOH (12 mg, 0.294 mmol),
KPFs (91 mg, 0.588 mmol) en 15 mL de acetonitrilo, seatliciona 2-fenilpiridina (Phpy)
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(49 uL, 0.294 mmol), se deja agitando por 48 horas &Gl0rranscurrido el tiempo de reaccién
el disolvente es removido al vacio, teniéndose adlides café oscuro, el cual se disuelve en
CH.CI; y la disolucion se filtra por una pequefia colurdeaalimina, primeramente eluyendo
con 10 mL de CBCl, y posteriormente con una mezcla £LH/NCMe (10:1), colectando la
fraccion amarilla, una vez colectada, se concdmsdia aproximadamente 1 mL y se adiciona
éter etilico (10 mL), con lo que precipita un polmarillo. Rendimiento: 95 mg, 54%. RMN
(CDsCN): 9.20 (dd, 1H3J = 6.60,"J = 0.83, H-8), 8.09 (dd, 1H2) = 6.47,%J = 0.55, H-5), 8.03
(dd, 1H,% = 7.71,%J = 0.83, H-1), 7.93 (td, 1HJ = 6.60,%) = 1.65, H-7), 7.84 (dd, 1H,
3) = 7.15,%3 = 1.38 Hz, H-4), 7.25-7.13 (m, 3H, H-2 + H-3 + HB6)79 (s, 6H, gHe), 2.23 (s,
3H, NCMe). EM-FAB: 569 (2%) [(M + H)-NCMe], 465 (18%) [(M + H)-PE", 424 (44%)
[(M + H) — (NCMe + PR)]". IR-RD, KBr: v(N=C) 2287 (baja)y(PF;) 837 (fuerte). Anal. Elem.
Calculado para {gH17/FsN-OsP0.5CHCl,: C, 35.98; H, 2.79; N, 4.30. Encontrado: C, 36 H5;

2.85: N, 4.38.
4 IO/
. —N~ s\N PF¢
“\ =’
6 \\

15.4. Sintesis de [Os(04El4CH:NMey-«C,N)(##°-CsHe)(NCMe)|PFs (3)

Se utiliza el mismo método para prepa8a8’ y 3”. A una suspension denftbenceno)OsG],

(50 mg, 0.073 mmol), KRH27 mg, 0.147 mmol) en 10 mL de acetonitrilo, diciana 0.2 mL
(1.330 mmol) de |aN,N-dimetilbencil amina (dmbaH), se deja agitando pérhoras a 30 °C,
luego el disolvente es removido al vacio, teniéadossolido oscuro, al cual se le adiciona 5 mL
de CHCI, y la disolucion se filtra por una pequefia colurdaalimina, primeramente eluyendo
con 10 mL de CbCl, y posteriormente con una mezcla £H/NCMe (10:1), colectando una
fraccion amarilla, una vez colectada se concergsgahaproximadamente 1 mL y se adiciona éter
etilico, con lo que precipita un polvo amarillo.r@eniento: 69 mg, 83%. RMNH (CDs;CN):
7.94 (m, 1H, H-1), 7.10 (m, 1H, H-4), 6.96 (m, 22 + H-3), 5.67 (s, 6H, £s), 3.94 (d, 1H

2) = 13.76, CH), 3.54 (d, 1H2J = 13.76, CH)), 3.18 (s, 3H, NMe), 2.94 (s, 3H, NMe), 2.14 (s,
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3H, NCMe). EM-FAB: 445 (5%) [(M + H)-PE", 404 (20%) [(M + H)- (NCMe + P§]*.
IR-RD, KBr: v(N=C) 2284 (baja),v(PF) 842 (fuerte). Anal. Elem. Calculado para
C17H21FsN2OsP2CH,Cl,: C, 30.09; H, 3.32; N, 3.60. Encontrado: C, 291822.80; N, 3.74.

15.5. Sintesis de [Os(0-4-MeQH3;CH,NMe,-4C,N)(5#°-CsHe) (NCMe)]PFs (3')

A partir de [(°-benceno)OsG), (20 mg, 0.0294 mmol), KRR11 mg, 0.0588 mmol) en 10 mL
de acetonitrilo y se adiciona (9 mg, 0.052 mmoljdeMe-DMBA. Rendimiento: 26 mg, 28%.
RMN *H (CDsCN): 7.50 (s, 1H, H-1), 7.03 (d, 1B1 = 7.9, H-2), 6.55 (dd, 1H) = 8.2,%3= 1.9,
H-3), 5.69 (s, 6H, §He), 3.93 (d, 1HJ = 13.7, CH), 3.78 (s, 3H, OCHJ, 3.51 (d, 1H2) = 13.7
Hz, CH), 3.14 (s, 3H, Me), 2.95 (s, 3H, Me), 1.96 (s, MCMe). EM-FAB": 618 (<1%)
[M + H]*, 473 (<5%) [(M + H)-PE*, 432 (100%) [(M + H) - (NCMe + RJ]". IR-RD, KBr:

V(PFRs) 837 (fuerte).
L

2
S PF

\
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15.6. Sintesis [Os(0-3,5-(Me@FsH-CHoNMey-«C,N)(#;°-CsHe) (NCMe)|PFs (3”)

A partir de [(°-benceno)OsG), (20 mg, 0.0294 mmol), KRK11 mg, 0.0588 mmol) en 10 mL
de acetonitrilo y se adiciona (11 mg, 0.052 mmel)3¢6-(OMe)-DMBA. Rendimiento: 8 mg,
21%. RMN'H (CDsCN): 6.40 (d, 1H*J = 2.1, H-2), 6.29 (d, 1HJ = 2.4, H-4), 5.80 (s, 6H,
CeHe), 3.93 (d, 1H2J = 13.8, CH), 3.84 (s, 3H, 3-OCh), 3.73 (s, 3H, 5-OCh, 3.56 (d, 1H,
2) = 13.8, CH), 3.15 (s, 3H, Me), 2.91 (s, 3H, Me), 1.96 (s, BEMe). EM-FAB": 650 (1%)
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[M + H]", 505 (<5%) [(M + H)-PE", 464 (80%) [(M + H) - (NCMe + P§]". IR-RD, KBr:
Vv(PFs) 839 (fuerte).

15.7.Sintesis d¢Os(0-GH4py-«C,N)(phen)(NCMe)]PF¢ (4)

A una disolucién d€2) (40 mg, 0.068 mmol) en 10 mL de acetonitrilo seiadia (15 mg, 0.082
mmol) de 1,10-fenantrolina. La mezcla de reacc#&deja a reflujo por 48 horas; el disolvente es
removido al vacié. El solido color negro se redigeieen 5 mL de diclorometano, para pasarla
por una columna corta de alimina, la cual se etwyeuna mezcla diclorometano-acetonitrilo
(5%), colectandose la fraccibn morada. Se vuelegaporar el disolvente, el sélido oscuro es
cristalizado de acetona-pentano, obteniéndosealasstnorado oscuros, los cuales se lavan con
éter y se secan al vacio, (rendimiento: 33 mg, B4MIN *H (CDsCN): 9.55 (d, 1H3J = 4.68),
8.49 (d, 1H,3J) = 8.26), 8.17-6.40 (m, 14H), 2.38 (s, 3H, Me), 2.{s, 3H, Me).
EM-FAB": 608 (<5%) [(M + H)-PE", 567 (<5%) [(M + H)-(NCMe - P§]*, 526 (4%)
[(M + H)-(2NCMe - PE)]". IR-RD, KBr:v(N=C) 2361 y 2249 (bajay,(PFs) 843 (intensa). Anal.
Elem. Calculado para &H2:FsNsOsP0.5CHCl,: C, 41.59; H, 2.92; N, 8.82. Encontrado: C,
41.69; H, 2.91; N, 8.64.
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15.8. Sintesis de [Os(o4E14py-«C,N)(bpy}]PFe (5)

Una disolucion dé€2b) (35 mg, 0.057 mmol) y (23 mg, 0.127 mmol) 2i@-bipiridina (bpy) en

10 mL de metanol se calienta a temperatura dejogflor 24 horas. El disolvente es removido al
vacio y se purifica por columna de alimina eluyerda diclorometano-acetonitrilo (10%),
colectandose una fraccidbn morada-oscuro, la cualagorada y el sélido es redisuelto en 1 mL
de acetona y luego por difusion de pentano precipib polvo microcristalino oscuro.
Rendimiento: 37mg, 68%. RMRH (CDsCN): 8.39 (t, 2H,3J = 9.36), 8.28 (t, 2HJ = 9.63),
7.99-7.46 (m, 12H), 7.26 (m, 2H), 7.15-6.96 (m, 36186-6.78 (m, 2H), 6.67-6.62 (m, 1H), 5.91
(m, 1H). EM-FAB: 801 (<5%) [(M + H)], 656 (55%) [(M + H)-PE", 502 (15%)
[(M + H)-(bpy)]". IR-RD, KBr: v(PFs;) 842 (fuerte). Anal. Elem. Calculado paraf:4FsNsOsP:

C, 46.44; H, 3.02; N, 8.74. Encontrado: C, 46.053H9; N, 8.65.

15.9.Sintesis de [Os(0-4E14py-4C,N)(phen}]PFs (6)

Una disolucion dg€2) (35 mg, 0.057 mmol) y (23 mg, 0.127 mmol) H&0fenantrolina en 10
mL de metanol se calienta a temperatura de refiojo48 horas. El disolvente es removido al
vacio y se purifica por columna de alimina eluyermda diclorometano-acetonitrilo (1%),
colectandose una fraccidbn morada-oscuro, la cualagorada y el sélido es redisuelto en 1 mL
de acetona y luego por difusion de pentano precipibh polvo microcristalino oscuro.
Rendimiento: 40 mg, 82%. RMMH (CDsCN): 8.43-8.24 (m, 4H), 8.02-7.97 (m, 2H), 7.875/.7
(m, 4H), 7.69-7.46 (m, 5H), 7.35-7.22 (m, 2H), 7700 (m, 2H), 6.85-6.75 (m, 3H), 6.15 (m,
1H). EM-FAB": 851 (5%) [(M + H)[, 706 (58%) [(M + H)-PE". IR-RD, KBr: v(PF;) 843
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(fuerte). Anal. Elem. Calculado parassB8.4FsNsOsPCH,Cl,: C, 46.26; H, 2.80; N, 7.49.
Encontrado: C, 46.36; H, 3.22; N, 7.69.

15.10.Sintesis de [Os(04E1,CH,NMe,-«C,N)(phen)(NCMe)]PF¢ (7)

A una disolucion d€3) (30 mg, 0.051 mmol) en 10 mL de acetonitrilo sieiada (9 mg, 0.051
mmol) de 1,10-fenantrolina, la mezcla de reacciéndgja en agitacion por 72 horas a
temperatura ambiente. El disolvente es removid@eilo, y el sélido color negro se redisuelve en
5 mL de diclorometano, para pasarla luego por whammna corta de alumina, la cual se eluye
con una mezcla diclorometano-acetonitrilo (5%)ectidndose la fraccion morada. Se vuelve a
evaporar el disolvente, el solido oscuro es ciitdb de acetona-pentano, obteniéndose cristales
verde-oscuro, los cuales se lavan con éter y ssmsdovacio. Rendimiento: 22 mg, 59 %. RMN
'H (CDsCN): 9.52 (d, 1H3J = 5.23, H-8), 8.91 (d, 1H,%) = 5.23, H-1), 8.34 (d, 1HJ = 8.26,
H-6), 8.15-8.05 (m, 3H, H-2 + H-3 + H-7), 7.98-7.@8, 1H, H-12), 7.95-7.51 (m, 2H, H-4 +
H-5), 7.18-7.11 (m, 2H, H-9 + H-10), 6.76 (t, 1HJ,= 7.15, H-11), 4.14 (d, 1HJ = 12.93,
CH,), 3.52 (d, 1H2J = 13.48, CH), 2.98 (s, 3H, Me), 2.34 (s, 3H, Me), 2.26 (s, NCMe),
2.14 (s, 3H, NCMe). EM-FAB 733 (19%) [(M + H)], 588 (60%) [(M + H)-PE", 547 (5%)
[(M + H)-(NCMe + PE)]", 504 (90%) [(M + H)-(2NCMe + P§]*. IR-RD, KBr: v(N=C) 2260
(mediana)y(PF;) 845 (intensa). Anal. Elem. Calculado pargHzsFsNsOsP: C, 41.04; H, 3.58;
N, 9.57. Encontrado: C, 40.85; H, 3.53; N, 9.05.
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15.11. Sintesis de [Os(04E4CH2NMex-«C,N)(bpy}]PFe (8)

Una disolucion d€2) (30 mg, 0.053 mmol) y (17 mg, 0.112 mmol) de Zf@rldina en 10 mL

de metanol se lleva a temperatura de reflujo pdrdtds. El disolvente es removido al vacio y se
purifica por columna de alimina eluyendo con dmhoetano-acetonitrilo (20%), colectandose
una fracciébn morada-oscuro, la cual es evaporaslasglido es redisuelto en 1 mL de acetona y
luego por difusion de pentano precipita un polverogristalino morado oscuro. Rendimiento:
15 mg, 36%. RMN'H (CDsCN): 9.31 (d, 1H3J = 6.05), 8.81 (d, 1HJ = 5.50), 8.46-8.02 (m,
6H), 7.76-7.18 (m, 7H), 6.89-6.53 (m, 2H), 5.91 (th], °J = 6.33), 4.79 (d, 1HX = 14.03,
CH,), 3.53 (d, 1H2J = 14.31, CH), 2.56 (s, 3H, Me), 2.14 (s, 3H, Me). EM-FAB38 (5%)
[(M + H)-PRg]", 504 €5%) [(M + H)-DMBA]". IR-RD, KBr: v(PF;) 843 (fuerte). Anal. Elem.
Calculado para £H2gFsNsOsP: C, 44.55; H, 3.61; N, 8.96. Encontrado: C544H, 3.65; N,
8.20.

15.12. Sintesis de [Os(04E4CH2,NMex-«C,N)(phen)]PFKs (9)

Una disolucion d€3) (40 mg, 0.068 mmol) y (27 mg, 0.149 mmol) H&0fenantrolina en 10
mL de metanol se lleva a temperatura de reflujo2donoras. El disolvente es removido al vacio
y se purifica por columna de alumina eluyendo cadolotbmetano-acetonitrilo (1%),
colectandose una fraccidbn morada-oscuro, la cualagorada y el sélido es redisuelto en 1 mL
de acetona y luego por difusién de pentano precimit polvo microcristalino morado oscuro.
Rendimiento: 44 mg, 78%. RMM (CDsCN): 9.72 (d, 1H3J = 5.50), 9.12 (d, 1HJ = 4.95),
8.36-7.41 (m, 13H), 7.00-6.90 (m, 2H), 6.56-6.52 i), 5.91 (m, 1H), 4.99( d, 14) = 14.31,
CH,), 3.63 (d, 1H2J = 14.31, CH), 2.70 (s, 3H, Me), 2.16 (s, 3H, Me). EM-FAB329 (1%)
[(M+H)]*, 686 (18%) [(M + H)-PE", 552 (4%) [(M + H)-DMBAT. IR-RD, KBr: v(PF;) 843

98



Parte experimental

(fuerte). Anal. Elem. Calculado parasB,sFsNsOsP: C, 47.76; H, 3.40; N, 8.44. Encontrado: C,
47.87; H, 3.52; N, 8.63.

15.13. Sintesis de [OsCI(gE spy-4C,N)@#°-CsHe)] (10)

A partir de [OsCIE-C)(n°-CgHe)]> (50 mg, 0.0735 mmol) en 15 mL de metanol y
2-fenilpiridina (23 uL, 0.1620 mmol) se calienta a reflujo por 24 horgt.disolvente es
removido al vacio y el solido resultante es disueft 10 mL de diclorometano, la disolucion es
filtrada por una columna de alimina usando,Clkl como eluyente. Se colecta la fraccidén
amarilla y se concentra hasta 1 mL. Se cristaliaa difusion de dietiléter/CyCl, para dar
cristales naranja, que son lavados con dietiléssrados al vacio. Rendimiento: 40 mg, 58%.
NMR (CDCL): 9.20 (d, 1H3J = 5.2, H-8), 8.12 (d, 1HJ = 7.4, H-1), 7.82 (d, 1HJ = 8.2, H-

4), 7.69 (m, 2H, H-6 +| H7), 7.16 (dd, 1H,= 8.1,%3 = 1.3, H-5), 7.03 (m, 2H, H-2 + H-3), 5.57
(s, 6H, GHg). EM-FAB': 459 (20%) [M + HJ, 424 (18%) [(M + H) — CI}, 381 (5%) [(M + H) —
CeHe) ™.

15.14. Sintesis de [OsCl(0-(p-CHHCsH spy-4C,N)(#°-CsHe)] (11)

A partir de [OSC'(L-C')(T]6-CGH6)]2 (75 mg, 0.1103 mmol) en 15 mL de metanol y 2-p-
toluilpiridina (42 L, 0.2426 mmol) se calienta a reflujo por 24 hogsdisolvente es removido
al vacio y el sélido resultante es disuelto en 5daldiclorometano, la disolucion es filtrada por

una columna de alumina usando LCH como eluyente. Se colecta la fraccion amarillaey s
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concentra hasta 1 mL. Se cristaliza por diffusierdiktiléter/CHCI, para dar cristales naranjas,
que son lavados con dietiléter y secados al v&gadimiento: 55 mg, 53%H NMR (CDCh):
9.24 (dd, 1H33=6.2,J=0.8), 7.95 (s, 1H), 7.84 (d, 180 = 7.9), 7.73 (dd, 1HI = 7.4,%3 =
1.6), 7.62 (d, 1H3J = 7.9), 7.06 (td, 1H3J = 5.7,%J = 1.3), 6.82 (dd, 1H3J = 8.2,%J = 0.55),
5.55 (s, 6H, @Hg), 2.36 (s, 3H, Ch). EM-FAB": 473 (22%) [M + HJ, 436 (18%) [(M + H) -
Cl]+, 393 (5%) [(M + H) - GHg]+. Anal. Elem. Calculado para;§£16CINOs: C, 45.80; H, 3.42;
N, 2.97. Encontrado: C, 45.88; H, 3.36; N, 3.06.

<=

|
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15.15.Sintesis de [OsCI(7,8-benzoquinolineG,N)(#°-CsHe)] (12).

Se sigue el mismo método usado pHBaA partir de [OsCI¢-Cl)(n®-CsHe)]> (100 mg, 0.1470
mmol) y 7,8-benzoquinolina (58 mg, 0.3240 mmol).n&imiento: 82 mg, 57%H NMR
(CDCls): 9.36 (dd, 1H3J=5.2,%3=1.1), 8.27 (m, 1H), 8.10 (dd, 1f1=8.5,"3=1.1), 7.74 (d,
1H, 33 = 8.8), 7.49(m, 2H), 7.35 (dd, 1FJ = 7.9,%J = 5.23), 7.19 (s, 1H), 6.60 (s, 6HHR).
EM-FAB": 483 (5%) [M + HJ, 448 (5%) [(M + H) - CIj, 405 (<5%) [(M + H) - GHg]". Anal.
Elem. Calculado paragH14CINOs: C, 47.74; H, 2.93; N, 2.91. Encontrado: 6.,58; H, 2.83;

N, 2.97.
<=
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15.16.Sintesis de [Os(o-4Ei4py-«C,N)(bpy)]PFs (13).

Una mezcla de [OsCl(0g8py-kC,N)(N°-CsHe)] (20 mg, 0.043 mmol), [Hg(o-4El4py-kC,N)]
(11 mg, 0.022 mmol), 2,2’-bipiridina (7 mg, 0.045nml) y KPF (16 mg, 0.087 mmol) en 15 mL
de etanol se agita por 48 horas a 30 °C. Se evagodisolvente al vacio y el residuo se

redisuelve en 5 mL de diclorometano. La disolu@érpasa por una columna de alimina usando
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como eluyente diclorometano y luego una mezcla@INCMe (10 %). Se colecta la banda
color café, la cual se concentra a 1 mL. Se cistapor difusion de dietiléter sobre
diclorometano para dar cristales negros, los cusladavados con dietiléter y secados al vacio.
Rendimiento: 17 mg, 49%. IR-ATRPF; 832 (fuerte). EM-FAB: 654 (20%) [(M+H)-PE",
500 (6%) [(M+H)-(phpy + P§]". Anal. Elem. Calculado parazfi,sN4sOsPR0.5CHCly: C,
46.35; H, 2.99; N, 6.65. Encontrado: C, 46.86; 1933N, 6.84.

—_— N/OS PFG
|

15.17.Sintesis de [Os(0-(p-CHICsH3py-4C,N)(bpy)]PFs (14).

Se emplea el mismo método empleado &8n[OsCl(0-(p-CH)CsHspy-kC,N)[N°-CeHe)] (20
mg, 0.04237 mmol), [Hg(o-(p-CGHCeH3py-KC,N),] (11 mg, 0.0218 mmol), 2,2-bipiridina (6.6
mg, 0.04237 mmol) y KRF(16 mg, 0.087 mmol). Rendimiento: 18 mg, 53%. IRRA 831
vPFR. EM-FAB": 684(10%) [(M+H)-PE]", 528(6%) [(M+H)-(bpy + Pg]". Anal. Elem.
Calculado para £H2gN4,OsPR CH.Cl,: C, 46.06; H, 3.31; N, 6.14. Encontrado: C, 46.H7;
3.10; N, 6.41.

= >N— S Pl:(J
|
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15.18.Sintesis de [Os(7,8-benzoquinolingz,N)(0-GH 4py-«C,N)(bpy)]PFs (15).

Se emplea el mismo método empleado t8nA partir de [OsCI(7,8-benzoquinolineE,N)(n®-
CsHe)] (20 mg, 0.04123 mmol), [Hg(o-¢El4py-kC,N);] (10.5 mg, 0.0206 mmol), 2,2-bipiridina
(6.4 mg, 0.04237 mmol) y KRE15 mg, 0.083 mmol). Rendimiento: 18 mg, 53%. IIRRA 832
vPR. EM-FAB": 688(25%) [(M+H)-PE]*, 524(6%) [(M+H)-(bpy + PE]". Anal. Elem.
Calculado para £H2sN,OsPFk0.5CHCI,: C, 48.74; H, 2.91; N, 6.47. Encontrado: C, 48H3;
3.14; N, 6.70.

PFg¢

15.19.Sintesis de [Os(7,8-benzoquinolingz,N)(o-(p-CHs)-CsHspy-4C,N)(bpy]PFs (16).

Se emplea el mismo método empleado £8n[OsCI(7,8-benzoquinolinaC,N)(n°-CsHe)] (20
mg, 0.04123 mmol), [Hg(o-(p-CHCeH3py-kKC,N)] (11 mg, 0.0206 mmol), 2,2-bipiridina (6.4
mg, 0.04123 mmol) y KRF(15 mg, 0.083 mmol). Rendimiento: 17 mg, 49%. IRRA 830
vPFRs. EM-FAB": 694(25%) [(M+H)-PE]", 538(5%) [(M+H)-(bpy + Pg]". Anal. Elem.
Calculado para £H26N4OsPRk1.5CHCI,: C, 45.42; H, 3.03; N, 5.80. Encontrado: C, 45192;
3.44; N, 6.31.

PFq
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Parte experimental

15.20.Sintesis de [Os(0+4H 4py-«C,N)s] (17).

A una disolucién de [OsCl(0¢Blapy-KC,N)(N>-CsHe)] (20 mg, 0.0436 mmol) en 15 mL de
metanol, se adiciona [Hg(osB4py-kC,N);] (55 mg, 0.1089 mmol) y la mezcla se agita a
temperatura ambiente por 24 horas. El disolventevaporado al vacio y el residuo rojo se
redisuelve en 5 mL de diclorometano. La disolu@génpasa por una columna de alumina bajo
atmosfera de nitrégeno. Se usa como eluyente didetano y posteriormente una mezcla
CH.CIo/NCMe (10 %). Se colecta la fraccion roja y se emtia hasta 1 mL. Se adiciona 30 mL
de pentano y precipita un polvo rojo que se lava pentano y se seca al vacio. Se puede
cristalizar por difusion de pentano sobre,CH para dar cristales rojo oscuro. Rendimiento: 30
mg, 96%. RMN'H (CDCL): 8.68 (d, 3H3J = 4.7), 7.97 (d, 6HJ = 7.4), 7.73 (d, 6HJ = 6.6),
7.48-7.39 (m, 6H), 7.52-7.20 (m, 3H). RMNC (CDCE): 168.09, 160.50, 148.63, 146.52,
139.36, 136.88, 128.61, 127.60, 127.16, 121.85,.2B21EM-FAB" 654(30%) [(M+H)],
575(<5%) [(M+H)-(GH4N)]", 500(24%) [(M+H)-phpy]. Anal. Elem. Calculado para
Cs3H24N30s-CHCIy: C, 55.35; H, 3.55; N, 5.70. Encontrado: C, 55H94.12; N, 5.76.

15.21.Sintesis de [Os(7,8-benzoquinolirez,N)(0-GH 4py-«C,N),] (18)

Se usa el mismo procedimiento usado pdat@d Una disolucion del compuesto
[OsCI(7,8-benzoquinolineC,N)(n°®-CsHe)] (20 mg, 0.0414 mmol) y [Hg(o4El4py-«C,N),] (53
mg, 0.1037 mmol). Rendimiento: 20 mg, 71%. RNMN((CDs),CO): 8.13-8.01 (m, 9H), 7.98-
7.8 (m, 3H), 7.83-7.67 (m, 3H), 7.48-7.31 (m, 6M)21-7.16 (m, 3H). EM-FAB 678(<5%)
[(M+H)]", 524(<5%) [(M+H)-phpy]. Anal. Elem. Calculado parasi,4NzOs-1.5CHCI,: C,
54.51; H, 3.38; N, 5.22. Encontrado: C, 53.49; H63N, 5.75.
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Parte experimental

15.22.Sintesis de [Os(0-(p-CH-CsH3py-4C,N)s] (19)

Se wusa el mismo procedimiento usado pat@ Una disolucion del complejo
[OsCI(0-(p-CH)-CeHapy-KC,N)(>-CeHe)] (15 mg, 0.0317 mmol) y [Hg(o-(p-GHHCsHapy-
kC,N)] (38 mg, 0.0794 mmol). Rendimiento: 18 mg, 81%.RkH (CDsCN): 8.61 (d, 3H>J =
4.4), 7.93 (d, 6H33 = 7.9), 7.80 (m, 6H), 7.29 (d, 6FJ = 7.9), 2.37(s, 9H, Me). EM-FAB
696(20%) [(M+H)], 681(<5%) [(M+H)-CH]", 528(13%) [(M+H)-tolpy]. Anal. Elem.
Calculado para £H30N30s1.5CHCI,: C, 54.78; H, 4.05 N, 5.11. Encontrado: C, 54.H4;

3.90, N, 5.35.
/Q_—@
N\
\ /

é N-O

15.23.Sintesis de [0s(7,8-benzoquinolinez,N)(o-(p-CH)CsH3py-4C,N),] (20)

Se usa el mismo procedimiento usado pdat@d Una disolucion del compuesto
[OsCI(7,8-benzoquinolinaC,N)(n°-CsHe)] (20 mg, 0.0414 mmol) y [Hg(o-(p-GiHCeHapy-
KC,N)] (49 mg, 0.1035 mmol). Rendimiento: 27 mg, 93%. RRMH (CD:CN): 8.60 (s, 1H),
7.97-7.73 (m, 11H), 7.47 (s, 2H), 7.30-7.05 (m, 8MB5 (s, 3H, Ch), 2.19 (s, 3H, Ck). EM-
FAB*: 706(5%) [(M+H)[, 690(<5%) [(M+H)-CH]®, 538(<5%) [(M+H)-tolpy], 528(35%)
[(M+H)-tolpy]*. Anal. Elem. Calculado parafEi,sN30s1.5CHCl,: C, 55.56; H, 3.75; N, 5.05.
Encontrado: C, 56.61; H, 3.82; N, 5.56.
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Parte experimental

15.24.Sintesis de [Os(7,8-benzoquinolirez,N);] (21).

Se usa el mismo procedimiento usado pdat@d Una disolucion del compuesto
[OsCI(7,8-benzoquinolinaC,N)(n°-CsHe)] (20 mg, 0.0414 mmol) y [Hg(7,8-benzoquinoline-
KC,N)] (57.6 mg, 0.1035 mmol) en 15 mL de metanol seepoa relujo por 72 horas. El
disolvente es removido al vacio y el residuo rggodavado con diclorometano (3 x 10 mL) y
dietiéter (2 x 10 mL) para dar un polvo rojo quesesado al vacio. Rendimiento: 17 mg, 53%.
RMN 'H ((CDs),SO): 8.39 (m, 6H), 8.09-7.84 (m, 15H), 7.56-7.52, (8H). EM-FAB":
548(<5%) [(M+H)-bzq], 369(<5%) [(M+H)-2bz¢]. Anal. Elem. Calculado para
Cs9H24N30s1.5CH,CI,: C, 57.08; H, 3.19; N, 4.93. Encontrado: C, 571293.21; N, 4.81.
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ANExos

ANEXO 1
Voltamper ogramas en presencia de GO

i (A)

0.2 0.1 0.0 0.1 0.2 0.1 0.0 0.1 0.2 03
E(V) vs Ag/AgCl E (V) vs Ag/AgCl

Al. Voltamperometria ciclica de los complejos [Os(di(ien}]PFs (izquierda) y de
[Os(phpy)(fen)]PFs (derecha). Condiciones: [Os] = 1X1M en ausencia (linea punteada) y en

presencia (linea negra) de GO (1X1) y 0.05 M de D-glucosa; a pH 7 (0.01 M fosfatos)
velocidad de barrido 3 mVs

2e-6 6e-6

1e-6

B5e4T

-0.2 -0.1 0.0 0.1 02 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3
E (V) vs Ag/AgCI E (V) vs Ag/AgCl

A2. Voltamperometria ciclica de los complejos [Os(diipy)y]PFs (izquierda) y de
[Os(phpy)(fen)(NCMe)JPFs (derecha). Condiciones: [Os] = 1X1OM en ausencia (linea

punteada) y en presencia (linea negra) de GO (Lk)0y 0.05 M de D-glucosa; a pH 7 (0.01 M
fosfatos), velocidad de barrido 3 mi¥/s
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i (A)

-5e-7 T T T T T
-0.1 0.0 0.1 0.2 03
E (V) vs Ag/AgCI

A3. Voltamperometria ciclica del complejo [Os(phppyB]PFs. Condiciones: [Os] = 1x1bM
en ausencia (linea punteada) y en presencia (fiege) de GO (1xIDM) y 0.05 M de D-
glucosa; a pH 7 (0.01 M fosfatos), velocidad deibar3 mVs'.
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ANEXO 2
Espectros EPR de compuestos bis-ciclometalados
[Os(tolpy),(bpy)] PF,, solid, 6.7 K [Os(tolpy),(bpy)] PF,, In NCMe 1 mM, 6.7 K
2000 [Ositipy) kay)] PR, 2oid, Room femperatore 2o 300

200
1500
H 100
1000

Intensity

500
-100 4

Intensity

-200

-500 -300 A

-1000 T T T T T T T T -400 T T T T T
100 200 300 400 500 500 700 800 900 100 200 300 400 500 600

Magnetic field (mT) Magnetic field (mT)
Condiciones Espectro g e oo
Sdélido, T. A. Axial 2.1077 - -

Solido, 6.7 K Axial - 2.0333 2.4374

Disolucion, a 6.7 K Axial - 2.0172 2.4835

A3. Espectros de EPR del compuesto [Os(tolippy)|PF (14) en estado sélido (izquierda) y en
disolucién 1 mM en acetonitrilo y tabla con losorak de g.

En sélido a temperatura ambiente se observa unctegspeon una banda muy ancha y la
anisotropia del tensor g no es observable. A 6sé €l espectro se resuelve como axial donde
g <go con un electron desapareado. En disolucion de N&M& K la anisotropia es mas clara
confirmando que se trata de un sistema con anatraxial comprimida. Por lo tanto se
confirma que se tiene una estructura semejanteraplejo [Os(phpy)bpy)]PF donde los
atomos de nitrégeno de toluilpiridina estéans entre si.
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ANEXO 3
Espectros EPR de compuestos tris-ciclometalados

[Os(bzg)(tolpy),], solid, 6.7 K [Os(bza)(tolpy),], in NCMe 1 mM, 6.7 K
2000 1000

1500 - g1

1000

Intensity

500 4

Intensity

22
D -
500+ -200 A
o3 g3
-1000 T T T T T T -400 T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 100 200 300 400 a00 a00
Magnetic field (mT) Magnetic field (mT)
Condiciones Espectro g 10 [0 03
Sélido, T. A. 2.2731 - - -
Solido, 6.7 K rombico - 2.68342.2072 2.0473
Disolucion, a 6.7 K rombico - 2.6618.3240 2.1801

A4. Espectros de EPR del compuesto [Os(bzq)(tglg2P) en estado solido (izquierda) y en
disolucién 1 mM en acetonitrilo y tabla con losarak de g.

Este es un espectro rémbico por la poca simetniaotsral del compuesto ya que los atomos de
carbono o nitrégeno no son equivalentes entre gjiié concuerda con el isoméao para este
complejo. Por eso se tienen tres valores diferatdas



[Os(bzqg)(phpy),], solid, 6.7 K

ANExos

[Os(bzg)(phpy),], N NCMe 1 mM, 6.7 K

1000

A| 400 A
500
200 A
2z ] g =
c c
gL £

.
o
=]
=]

-200

-1000

-400

-1500 T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 200 900 100 200

Magnetic field (mT)

300 400 500 600
Magnetic field (mT)

Condiciones Espectro g 19 (rﬁ'"r) go
Solido, T. A. Axial 2.0898 - - -
Solido, 6.7 K Axial - 3.3120 91.315 2.0523
Disolucion, a 6.7 K Axial - 2.5923 - 2.0674

A5. Espectros de EPR del compuesto [Os(bzq)(phgdd) en estado sélido (izquierda) y en

disolucién 1 mM en acetonitrilo y tabla con losarak de g.

A temperatura ambiente se percibe una sefial déhihdespectro axial, a 7.6 K se observa con
claridad un espectro axial dondg>gy y existe un acoplamiento hiperfino con el nicled d
osmio (I=1/2) es un doblete con un valor dg=81.315 mT que es alto y es consecuencia de que
el espin electrénico se acopla fuertemente comsghenuclear del metal. En disolucidon solo se

percibe un espectro axial con sefiales débiles.
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[Os(tolpy),], solid, 6.7 K [Os(tolpy).], in NCMe 1 mM, 6.7 K
2500 2500
2000 4 2000 4
1500 ~ 1500
__g 1000 4 2 1000 o
5 5
E 5004 E 5004
0 0
500 -| -500 4
1000 1 ; 7 g - ; - ; 1000 ; . ; . . .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 200 250 300 350 400 450
Magnetic field (mT) Maanetic field (mT)
Condiciones Espectro g 19 ao
Sélido, T. A. Axial 2.2184 - -
Sdélido, 6.7 K Axial - 2.0256 2.2745
Disolucién, a 6.7 K Axial - - 2.2875

A6. Espectros de EPR del compuesto [Os(te]pil®) en estado solido (izquierda) y en
disolucién 1 mM en acetonitrilo y tabla con losarak de g.

En sélido a temperatura ambiente se observa urctespgncho y la anisotropia de g no es

observable, a baja temperatura se observa mej@spactro axial comprimido, lo que no se

observa bien en disolucién, quiza a mayor frecizeseiresolveria mejor la anisotropia. Es una
estructura parecida al [Os(phgly(17) con alta simetria estructural.
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ANEXO 4
Simulaciones con HRP

Experimental Simulacién

10.15 uA

09 08 07 06 05 04 0B9 08 07 06 05 04 03
E/V (vs Ag/AgCl)

A7. Voltamperogramas experimental con substraccidmldaco y simulacion para el complejo
[Os(bpy}](PFs). obtenidos en ausencia y en presencia de HRB/HCondiciones: Qs] = 20
UM, HRP 0.2uM, H,O, 1 mM, buffer de fosfatos pH 7.4; velocidad de tori0 mV §.

Experimental Simulacion

IWA

_-—/-\\--_._

09 -10 -11 -12 -13 -1409 -10 1.1 12 -13 -14
E/V (vs Ag/AgCl)
A8. Voltamperogramas experimental con substraccidmldaco y simulacion para [Os(phgly)

(17) obtenidos en ausencia y en presencia de HRB/KC ondiciones: [Os] = 2M, HRP 0.2
UM, H,0, 1 mM, buffer de fosfatos pH 7.4; velocidad de o0 mV §.
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-24e-6 24e-6
. simulacién
experimental
-2.0e-6 2.0e-6
-1.6e-6 1.6e-6
-1.2e-8 1.2e-6

i(A)
(A

-8.0e-7 8.0e-7
-4.0e-7 4.0e-7
0.0 0.0

01 02 03 -04 05 06 -0701 02 03 04 05 -06
E (V vs Ag/AgCl) E(V)

A9. Voltamperogramas experimental con substraccidldaco y simulacion para el complejo
[Os(tolpyk(bpy)]PFs (14) obtenidos en ausencia y en presencia de HR®B/HCondiciones:
[Os] 1: 20uM, HRP 0.2uM, H,0O, 1 mM, buffer de fosfatos pH 7.4; velocidad de iorrl0
mVs-.

2.8e-6
-2.8e-6 -

2466
-2.4e-6 .
Experimental Simulacién
20e-6

1.6e-6
1.2e-6
8.0e-7

4.0e-7

4.0e-7 4

T T T T T T T T T T T — -4.0e-7
-0.1 -0.2 -0.3 -0.4 -05 -0.6 -0.1 -0.2 -0.3 -04 -0.5 -0.6

E (V) vs Ag/AgCI E (V)

A10. Voltamperogramas experimental con substraccidébldaco y simulacién para el complejo
[Os(bzq)(phpy)(bpy)]P&(15) obtenidos en ausencia y en presencia de HRRB/HKCondiciones:
[Os] 1: 20uM, HRP 0.2uM, H,0O, 1 mM, buffer de fosfatos pH 7.4; velocidad de iorrl0
mvVs-.
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Easy Access to Bio-Inspired Osmium(ll) Complexes through
Electrophilic Intramolecular C(sp?)-H Bond Cyclometalation
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Mild electrophilic C(sp?)-H cyclometalation of 2-phenylpyridine and N,N-dimethylbenzylamine by the chloro-bridged
osmium(ll) dimer [OsCl(x-Cl)(178-CeHg)]o in acetonitrile affords cyclometalated pseudotetrahedral Os" complexes
[Os(C~N)(#°-CeHs)(NCMe)]PFs (C~N = 0-CeHapy-«C,N (2) and 0-CeHsCH.NMe,-«C,N (5), respectively) in good
to excellent yields. The cyclometalation reactions are super sensitive to the nature of an external base. Sodium
hydroxide is essential for cyclometalation of 2-phenylpyridine, but NaOH retards metalation of N,N-dimethylben-
zylamine, the tertiary amine being self-sufficient as a base. Further reactions of compounds 2 and 5 with 1,10-
phenanthroline or 2,2"-bipyridine (N~N) lead to the substitution of the 7°-bound benzene to produce octahedral
species [0s(C~N)(N~N)(NCMe),]PF¢ or [Os(C~N)(N~N).]PFs in MeCN or MeOH as solvent, respectively. The
cis configuration of the MeCN ligands in [Os(C~N)(phen)(NCMe),]JPFs has been confirmed by an X-ray
crystallographic study. Electrochemical investigation of the octahedral osma(ll)cycles by cyclic voltammetry showed
a pseudoreversible M redox feature at (—50)—(+109) and 190—300 mV versus Ag/AgCl in water and MeCN,
respectively. As a possible application of the compounds, a rapid electron exchange between the reduced active
site of glucose oxidase enzyme from Aspergillus niger and the electrochemically generated Os" species has been
demonstrated. The corresponding second-order rate constants cover the range (0.7—4.8) x 106 M~'s~" at 25 °C

and pH 7.

Introduction

Intramolecular cleavage of C—H bonds by osmium
complexes to produce cyclometalated compounds is a matter
of precedent.'® The reported examples of synthesis of

* To whom correspondence should be addressed. E-mail: ronan@
servidor.unam.mx.

* Universidad Nacional Auténoma de México.

* Carnegie Mellon University.
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bidentate C~N osmacycles through C—H bond cleavage are
limited.®~'> Most of cyclometalated osmium compounds are
synthesized through transmetalation of ortho-mercurated aryl
derivatives thus eliminating the most challenging C—H bond
activation step.'®'® When osmium compounds do cyclom-
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Electrophilic Intramolecular C(sp?)-H Bond Cyclometalation

etalate C—H bonds to form bidentate metalacycles, the C—H
bond cleavage occurs predominantly via the oxidative
addition mechanism involving d® osmium(II) reactive spe-
cies.'” The oxidative addition usually requires rather sophis-
ticated osmium compounds for an easy generation of
coordinatively unsaturated intermediates." For example,
Esteruelas et al. recently reported density-functional theory
(DFT) mechanistic studies of the intramolecular activation
of methyl C(sp*)—H bonds of 8-methylquinoline or 2-(dim-
ethylamino)pyridine by the eight-coordinated hexahydride
OsHg(P'Pr3), which starts with the dissociation of two H,
molecules to produce Os' species followed by oxidative
addition of the C—H bond to form trihydride seven-
coordinated osma(IV)cycles.15 However this exciting chem-
istry might not be synthetically appealing as a route to
cyclometalated bidentate osmium complexes because of its
complexity.

Electrophilic cyclometalation of C—H bonds by transition
metal complexes is less demanding. It requires simpler
starting compounds and is therefore a handier synthetic
procedure.’'”' Partially because of this ease, the chemistry
of bidentate pallada-, platina-, and ruthenacycles has devel-
oped extensively, and the compounds have found various
applications.'®2°->* Therefore, the addition of osmium to the
electrophilic cyclometalation list is a tempting challenge, and
this work reports on the successful cycloosmation of 2-phe-
nylpyridine and N, N-dimethylbenzylamine using the common
osmium(II) chloro-bridged dimer [OsCl(u-C1)(17°-CsHe)], as
starting material.

The present work emerged from our previous investiga-
tions*> aimed at the synthesis of cyclometalated osmium(II)
compounds structurally identical to the corresponding Ru™
metalacyles,”®*” which proved to be versatile electron
shuttles between the active sites of several oxidoreductases
and the electrode.?® In the earlier work, we have found that
the dimer [OsCl(u-Cl)(5°-CsHe)], reacts with symmetric
ortho-mercurated 2-phenylpyridine to obtain 1, a precursor
to targeted compounds of type 5 (Scheme 1). Compound 1
could also be synthesized through the direct C—H cyclom-
etalation of 2-phenylpyridine though in a very low yield.?
We are pleased to report here that the mercury-involved
transmetalation pathway should now be abandoned and
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Scheme 1. Synthetic Procedures Used for Synthesis of
2-Phenylpyridine Complexes 1—4; Corresponding Procedures Applied to
N,N-Dimethylbenzylamine Afford 5—7
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replaced by the much “greener”*” synthesis via electrophilic

cyclometalation of C(sp?)—H bonds. X-ray structural char-
acterization of representative osma(Il)cycles, tentative mecha-
nistic considerations, and electrochemical and bioelectro-
chemical properties of new compounds with respect to
glucose oxidase (GO) from Aspergillus niger are also
described within.

Experimental Section

General Information. All experiments were performed under
dry argon using Schlenk techniques. All solvents were dried and
distilled under nitrogen prior to use. N,N-dimethylbenzylamine,
2-phenylpyridine, potassium hexafluorophosphate, tetra-n-butylam-
monium hexafluorophosphate, 2,2’-bipyridine (bpy), 1,10-phenan-
throline (phen), 1,3-cyclohexadiene, and glucose oxidase from A.
niger (type VII) were purchased from Sigma Aldrich Chemical and
were used as received. Sodium hexachloroosmate(IV) was pur-
chased from Strem Chemicals and converted into [OsCl(u-Cl)(5°-
C¢Ho)], as described elsewhere.?® Substituted N,N-dimethylbenzy-
lamines were prepared according to the literature procedures.?' The
activity of glucose oxidase in terms of catalytically active FAD
was determined spectrophotometrically using the extinction coef-
ficient of 1.31 x 10* M~! cm™! at 450 nm.** All NMR spectra
were recorded on a JEOL GX300 ('H at 300.53 MHz) spectrometer
in CD;CN. Chemical shifts (0) are in ppm and referenced to the
residual solvent peaks. Coupling constants (J) are in Hz. The
adopted numbering schemes are shown in Chart 1. Mass spectra
(FAB™) were obtained using a JEOL JMS-SX102A instrument with
m-nitrobenzyl alcohol as a matrix. IR spectra were recorded on a
Bruker-Tensor 27 FT-IR apparatus (KBr disks, diffuse reflection
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Chart 1. Carbon Numbering for Osmium Complexes Adopted in This Work

CeHs
\ 3
Os
/
MeCN \ 4
Me,N

mode). Elemental analyses were carried out by USAI-UNAM on
an EA 1108 FISONS Instruments analyzer.

Electrochemical measurements were performed on a PC-
interfaced potentiostat-galvanostat AUTOLAB PGSTAT 12. A
three-electrode setup was used with a BAS working glassy carbon
electrode, Ag/AgCl reference electrode, and auxiliary Pt electrode.
Before each measurement, the working electrode was polished with
a diamond paste and rinsed with acetone and distilled water. Anodic
peak currents (i,) were obtained from cyclic voltammograms in
the absence of the enzyme. Catalytic currents (i.,;) were obtained
in the presence of GO and D-glucose under nitrogen. The rate
constants, k3, were calculated from the slopes of linear plots of the
ratio ic/i, against ([GOJ/v)'? (v is the scan rate), as originally
described elsewhere®® and applied in our previous studies.?*-2%-34-3

[OsCl(0o-CsHypy-k C,N)(37%-CsHg)] (1). To a suspension of
[OsCl(u-Cl)(75-CsHg)]» (50 mg, 0.0735 mmol) in 15 mL of
methanol was added 2-phenylpyridine (23 uL, 0.162 mmol). The
mixture was refluxed for 24 h. The solvent was evaporated under
vacuum, and the residue was dissolved in 10 mL of CH,Cl,. The
solution was filtered through Al,Os, using CH,Cl, as eluent. The
bright yellow fraction was collected and concentrated to about 1
mL. Crystallization from CH,Cly/diethylether (slow diffusion) gave
yellow crystals, which were washed with diethylether and dried
under vacuum (40 mg, 59%). 'H NMR: 9.20 (d, 1H, 3J = 5.2,
H-8), 8.12 (d, 1H, 3/ = 7.4, H-1), 7.82 (d, 1H, 3J = 8.2, H-4), 7.69
(m, 2H, H-6 + H-7), 7.16 (dd, 1H, 3J = 8.1, *J = 1.3, H-5), 7.03
(m, 2H, H-2 + H-3), 5.57 (s, 6H, C¢Hg). MS-FAB™: 459 (20%)
[M + H]*, 424 (18%) [(M + H) — CI]*, 381 (5%) [M + H) —
CeHel ™.

[Os(0-CsH,py-k C,N)(17%-CsH)(NCMe)]PFg (2). To a suspen-
sion of [OsCl(u-Cl)(17°-CsHg)1> (100 mg, 0.147 mmol), NaOH (12
mg, 0.294 mmol) and KPFs (91 mg, 0.588 mmol) in 15 mL of
acetonitrile was added 2-phenylpyridine (49 uL, 0.294 mmol). The
mixture was stirred at 40 °C for 48 h. The solvent was evaporated
under vacuum, and the dark residue was dissolved in 20 mL of
CH,Cl,. The solution was filtered through Al,Os, using a 10:1
CH,Cl,/NCMe mixture as eluent. The bright yellow fraction was
collected and concentrated to about 1 mL. Addition of 10 mL of
diethyl ether caused precipitation of a yellow solid (95 mg, 54%).
'"H NMR: 9.20 (dd, 1H, 3J = 6.6, *J = 0.8, H-8), 8.09 (dd, 1H, 3J
=6.3,4 = 0.5, H-5), 8.03 (dd, 1H, 3J = 8.3, 4 = 0.8, H-1), 7.93
(td, 1H,3J = 8.3,%/ = 1.7, H-7), 7.84 (dd, 1H,3J = 72,4 = 1.7,
H-4), 7.25—7.13 (m, 3H, H-2 + H-3 + H-6), 5.79 (s, 6H, C¢Hp),
2.23 (s, 3H, NCMe). MS-FAB™*: 569 (2%) [(M + H) — NCMe]",
465 (18%), 424 (44%) (M + H) — (NCMe + PFg)]". IR (cm™!):
2287 (weak, wn=c), 837 (strong, vpgg). Anal. Calcd for
C9H7FsN,>OsP+0.5CH,Cl,: C, 35.98; H, 2.79; N, 4.30. Found: C,
36.15; H, 2.85; N, 4.38%.

(33) Bourdillon, C.; Demaille, C.; Moiroux, J.; Savéant, J.-M. J. Am. Chem.
Soc. 1993, 115, 2-10.

(34) Soukharev, V. S.; Ryabov, A. D.; Csoregi, E. J. Organomet. Chem.
2003, 668, 75-81.

(35) 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, 4820-4832.
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[Os(0-CsH4CH,;NMe,-k C,N)(7°-CsHg)(NCMe)]PFg (5). To a
suspension of [OsCl(u-C1)(77°-C¢He)]> (50 mg, 0.073 mmol) and
KPFg (27 mg, 0.147 mmol) in 10 mL of acetonitrile was added
N,N-dimethylbenzylamine (0.2 mL,1.33 mmol). The mixture was
stirred at 30 °C for 24 h. The solvent was evaporated under vacuum,
and the dark residue was dissolved in 10 mL of dichloromethane.
The solution was filtered through Al,O3 using a 10:1 CH,Cl,/NCMe
mixture as eluent. The bright yellow fraction was collected and
concentrated to about 1 mL. Addition of diethyl ether (ca. 10 mL)
caused precipitation of a yellow solid (69 mg, 83%). 'H NMR:
7.94 (dd, 1H, 3J = 6.0, H-1), 7.10 (m, 1H, H-4), 6.96 (m, 2H, H-2
+ H-3), 5.67 (s, 6H, CsHs), 3.94 (d, 1H 2J = 13.7, CH,), 3.54 (d,
1H, 2/ = 13.7, CHy), 3.18 (s, 3H, NMe,), 2.94 (s, 3H, NMe,), 2.14
(s, 3H, NCMe). MS-FAB™: 445 (5%) [((M + H) — PF¢]*, 404
(20%) [M + H) — (NCMe + PFg)]*. IR (cm™!): 2284 (weak,
VYn=C), 842 (strong, vprs). Anal. Calcd for C;7Hy  FeN,OsP «2CH,Cly:
C, 30.09; H, 3.32; N, 3.60. Found: C, 29.02; H, 2.80; N, 3.74%.

[Os(0-4-MeOCgH3;CH,NMe;-k C,N)(17-CsHg)(NCMe)PF; (5).
[Os(0-4-MeOCgH;CH,NMe,-«C,N)(175-CsHg)(NCMe) |PFs was ob-
tained using the same procedure from [OsCl(u-Cl)(7°-CsHe)]2 (20
mg, 0.0294 mmol), KPF¢ (11 mg, 0.0588 mmol), and 4-MeO-N,N-
dimethylbenzylamine (9 mg, 0.052 mmol) in 28% (26 mg) yield.
RMN 'H: 7.50 (s, 1H, H-1), 7.03 (d, 1H, 3J = 7.9, H-2), 6.55 (dd,
1H, 3J = 8.2, 4J = 1.9, H-3), 5.69 (s, 6H,CsHy), 3.93 (d, 1H, 2J =
13.7, CH,), 3.78 (s, 3H, OMe), 3.51 (d, 1H, 2/ = 13.7, CH,), 3.14
(s, 3H, Me), 2.95 (s, 3H, Me), 1.96 (s, 3H, NCMe). MS-FAB™:
618 (<1%) (M + H)IT, 473 (<5%) [M + H) - PF¢]™, 732 (100%)
[M + H) - (NCMe + PFg)]*. IR: 837 (strong, Vpre)

[Os(0-3,5-(Me0),CsHCH,NMe,-k C,N)(17°-CHg)(NCMe) |PF;
(5”). [05(0-3,5—(MBO)2C6H2CH2NM62-KC,N)(1’]6-C6H6)(NCMC)]PF6
was obtained using the same procedure from [OsCl(u-Cl)(7°-
CsHeg)]o (20 mg, 0.0294 mmol), KPFg (11 mg, 0.0588 mmol), and
3,5-bis-MeO-N, N-dimethylbenzylamine (11 mg, 0.052 mmol) in
21% (8 mg) yield. RMN 'H 6.40 (d, 1H, 4/ = 2.1, H-2), 6.29 (d,
IH, 4J = 2.4, H-4), 5.80 (s, 6H, CsHg), 3.93 (d, 1H, 2/ = 13.8,
CH,), 3.84 (s, 3H, 3-OCH3), 3.73 (s, 3H, 5-OCH,), 3.56 (d, 1H, 2J
= 13.8, CH,), 3.15 (s, 3H, Me), 2.91 (s, 3H, Me), 1.96 (s, 3H,
NCMe). MS-FAB™: 650 (1%) [(M + H)]*, 505 (<5%) [(M + H)
— PFq] ™, 464 (80%) [(M + H) — (NCMe + PFg)]". IR: 839 (strong,
VPF6)-

[Os(0-C¢H4CH,NMe,-k C,N)(phen)(NCMe),]PF; (6b). A solu-
tion of 5 (30 mg, 0.051 mmol) with 1,10-phenanthroline (9 mg,
0.051 mmol) in acetonitrile (10 mL) was stirred at room temperature
for 72 h. The solvent was evaporated under vacuum, and the dark
brown residue was dissolved in 10 mL of CH,Cl,. The solution
was filtered through Al,O3 using a 10:0.5 CH,Cl,/NCMe mixture
as eluent. The purple fraction was collected and evaporated to
dryness under vacuum. Crystallization from acetone/pentane (slow
diffusion) gave dark purple crystals, which were washed with
pentane and dried under vacuum (22 mg, 59%). '"H NMR: 9.52 (d,
1H, 3/ = 5.2, H-8), 8.91 (d, 1H, 3J = 5.5, H-1), 8.34 (d, 1H, 3J =
8.3, H-6), 8.10 (dd, 3H, 3J = 8.8, H-3 + H-4 + H-5), 7.96 (m, 1H,
H-9), 7.54 (dd, 2H, 3J = 5.5), 7.14 (dd, 2H, 3J = 7.1, H-10 +
H-11), 6.76 (dd, 1H, 3J = 7.1, H-12), 4.14 (d, 1H, 2J = 13.5, CH,),
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3.52 (d, 1H, 2J = 13.5, CH>), 2.98 (s, 3H, Me), 2.34 (s, 3H, Me),
2.26 (s, 3H, NCMe), 2.14 (s, 3H, NCMe). MS-FAB™: 733 (19%)
[((M + H)]*, 588 (60%) [(M + H) — PFq]™, 547 (5%) [(M + H)
— NCMe]*, 504 (90%) [(M + H) — 2 NCMe]* IR (cm™!): 2260
(medium, vn=c), 845 (strong, vprs). Anal. Calcd for CosHagFsNsOsP:
C, 41.04; H, 3.58; N, 9.57. Found: C, 40.85; H, 3.53; N, 9.05%.

[Os(0-CcHypy-k C,N)(phen)(NCMe),]PF¢ (3b). A solution of
2 (40 mg, 0.068 mmol) with 1,10-phenanthroline (15 mg, 0.082
mmol) in acetonitrile (10 mL) was refluxed for 48 h. The solvent
was evaporated under vacuum, and the dark brown residue was
dissolved in 10 mL of CH,Cl, and filtered through Al,O; using a
10:0.5 CH,Cl,/NCMe mixture as eluent. The purple fraction was
collected and evaporated to dryness under vacuum. Crystallization
from CH,Cly/pentane or acetone/pentane (slow diffusion) gave dark
purple crystals, which were washed with diethyl ether and dried
under vacuum (33 mg, 64%). 'H NMR: 9.55 (d, 1H, 3J = 5.2),
8.49 (d, 1H, 3J = 7.9), 8.17—7.90 (m, 6H), 7.82 (d, 1H, 3J = 7.7),
7.37—17.27 (m, 3H), 7.05 (d, 1H, 3J = 5.5), 2.84 (s, 3H, Me), 2.38
(s, 3H, Me). MS-FAB*: 753 (10%) [(M + H)]*, 608 (45%) [(M
+ H) — PF¢]t, 526 (43%) [(M + H) — (2 NCMe + PFg)]". IR
(cm™1): 2361, 2249 (medium, vn=c), 843 (strong, vpre). Anal. Calcd
for C,7H»,FgNsOsP+0.5CH,Cl,: C, 41.59; H, 2.92; N, 8.82. Found:
C, 41.69; H, 2.91; N, 8.64%.

General Method of Synthesis of Complexes 4 and 7. A solution
of 2 or 5 with 1,10-phenanthroline or 2,2’-bipyridine in methanol
(10 mL) was refluxed for 24 h (except 48 h for 7a). The solvent
was evaporated under vacuum, and the dark brown residue was
dissolved in 10 mL of CH,Cl,. The solution was filtered through
AlLO3 using a 90:10 CH,Cl,/NCMe mixture as eluent. The purple
fraction was collected and evaporated to dryness under vacuum.
Crystallization from acetone/pentane or dichloromethane/pentane
(slow diffusion) gave dark purple microcrystals, which were washed
with pentane and dried under vacuum

[Os(0-CsH4CH,NMe;-k C,N)(phen),]PF¢ (7b). [Os(o-CsH4CH,-
NMe,-«C,N)(phen),]PFs was obtained from 5 (40 mg, 0.068 mmol)
and 1,10-phenanthroline (27 mg, 0.149 mmol) in 78% yield (44
mg). 'H NMR: 9.72 (d, 1H, 3J = 5.5),9.12 (d, 1H, 3J = 4.9), 8.36
(d, 1H, 3J = 4.4), 7.29—7.58 (m, 11H), 7.45 (m, 1H), 6.95 (dd, 3J
= 5.5, 2H), 6.56—6.52 (m, 2H), 5.91 (d, 3J = 6.6, 1H), 4.99 (d,
1H, 2J = 14.3), 3.63 (d, 1H, 2J = 14.3), 2.70 (s, 3H, Me), 2.16 (s,
3H, Me). MS-FAB™: 831 (1%) [(M + H)]*, 686 (18%) [(M + H)
— PFg]™, 552 (4%) [(M + H) — (dmba + PFg)]". IR (cm™!): 843
(strong, vprs). Anal. Calcd for Cs33HasFsNsOsP: C, 47.76; H, 3.40;
N, 8.44. Found: C, 47.87; H, 3.52; N, 8.63%.

[Os(0-CeHsCH,NMe,-k C,N)(bpy).]PF (7a). [Os(0-C¢H4CH,-
NMe,-«C,N)(bpy)2]PFs was obtained from 5 (30 mg, 0.053 mmol)
and 2, 2’-bipyridine (17 mg, 0.112 mmol) in 36% yield (15 mg).
'H NMR: 9.31 (d, 1H, 3J = 5.5), 8.81 (dd, 1H, 3%J = 5.8, 4/ =
0.55), 8.44 (d, 1H, 3J = 8.3), 8.38 (d, 1H, 3J = 8.3), 8.16—8.10
(m, 2H), 8.04 (d, 1H, 3/ =7.9),7.72 (ddd, 1H, 3J = 7.5, %) = 1.4),
7.64 (ddd, 1H, 3J = 7.5, 4/ = 1.4), 7.56 (ddd, 1H, 3] = 7.6, 4] =
1.4), 7.47—7.30 (m, 4H), 7.20 (ddd, 1H, 3J = 7.2, *J = 1.4), 6.88
(d, 1H, 3J = 7.4), 6.77 (ddd, 1H, 3J = 7.4, %] = 1.4), 6.72—6.67
(m, 1H), 6.56 (ddd, 1H, 3J = 7.4, 4] = 1.4), 5.87 (dd, 1H, 3J =
6.0, 47 = 1.1), 479 (d, 1H, 2J = 14.0), 3.54 (d, 1H, 2J = 14.0),
2.56 (s, 3H, Me), 2.14(s, 3H, Me). MS-FAB™: 638 (5%) [(M + H)
— PFg]*, 504 (<5%) [(M + H) — dmba]™. IR (cm™!): 843 (strong,
vprg). Anal. Caled for CooHogFgNsOsP: C, 44.55; H, 3.61; N, 8.96.
Found: C, 44.57; H, 3.65; N, 8.20%.

[Os(0-CsHypy-k C,N)(phen),]PF¢ (4b). [Os(o-CeHspy-«C,N)-
(phen),]PF¢ was obtained from 2 (35 mg, 0.057 mmol) and 1,10-
phenanthroline (23 mg, 0.127 mmol) in 82% yield (40 mg). 'H
NMR: 8.36 (d, 1H, 3J = 4.7), 8.24 (d, 1H, 3J = 8.3), 8.12—7.87

(m, 12H), 7.76 (d, 1H, 3J = 5.2), 7.58—7.45 (m, 4H), 7.28—7.18
(m, 2H), 6.72—6.60(m, 3H). MS-FAB™*: 851 (5%) [M + H)],
706 (58%) [(M + H) — PFq]*, 526(9%) [((M + H) — (phen +
PF@)]Jr. IR (cm’l): 843 (SU‘OHg, vprg). Anal. Calcd for CisHyyFs-
NsOsP.CH,Cl,: C, 46.26; H, 2.80; N, 7.49. Found: C, 46.36; H,
3.22; N, 7.69%.

[Os(0-CsHapy-k C,N)(bpy):]PFs (4a). [Os(o-CsHapy-«C,N)-
(bpy)2]PFs was obtained from 2 (35 mg, 0.057 mmol) and 2,2-
bipyridine (23 mg, 0.127 mmol) in 68% yield (37 mg). '"H NMR:
8.38—8.31 (m, 2H), 8.26 (m, 2H), 8.02—7.97 (m, 1H), 7.79—7.75
(m, 3H), 7.64 (m, 1H), 7.57—7.46 (m, 4H), 7.34 (m, 1H), 7.26—7.21
(m, 3H), 6.87—6.75 (m, 3H), 6.15 (m, 1H). MS-FAB*: 803 (<5%)
[((M + H)]T, 658 (52%) [(M + H) — PFq] ™, 502 (15%) [(M + H)
— (bpy + PFg)]". IR (cm™!): 842 (strong, vprg). Anal. Caled for
C31H4FgNsOsP: C, 46.44; H, 3.02; N, 8.74. Found: C, 46.05; H,
3.19; N, 8.65%.

X-Ray Structural Study of Complexes 3b, 5, and 6b. Dif-
fraction intensities data were collected with a SMART APEX
diffractometer equipped with a graphite monochromated Mo Ko
radiation and a CCD area detector at room temperature. The detector
was placed at a distance of 4.837 cm from the crystals in all cases.
A total of 1800 frames were collected with a scan width of 0.3 in
w and an exposure time of 10 s/frame. The frames were integrated
with the Bruker SAINT software package®® using a narrow-frame
integration algorithm. The intensity data were corrected by Lorentz
and polarization effects, and an analytical absorption correction was
applied in all cases. The data integration was done using a
monoclinic unit cell for 3b and 5, triclinic for 6b to yield a total of
15454, 10529, and 13233 reflections for 5, 3b, and 6b, respectively,
of which 3391 to 5, 4597 to 3b, and 5798 to 6b were independent.
Analysis of the data showed negligible decay during the data
collection in all cases. The structures were solved by Patterson
method using the SHELXS-97°7 program, completed by subsequent
difference Fourier synthesis map, and refined by full matrix least-
squares procedures on F2. Hydrogen atoms were input at calculated
positions and allowed to ride on the atoms to which they are
attached. Thermal parameters were refined for hydrogen atoms on
the aromatic groups using Ueq = 1.2 A and Ugqg=15 A for methyl
groups to precedent atom in all cases. For all complexes, the final
cycle of refinement was carried out on all nonzero data using
SHELXL-97 and anisotropic thermal parameters for all non-
hydrogen atoms. The structures have incorporated solvent mol-
ecules, which were refined isotropically. The distorted anions PF¢~
in all crystal structures were modeled and refined anistropically in
two major contributors. Compound 6b was solved in the noncen-
trosymmetric monoclinic spatial group Cc. The solution in the
monoclinic C2/c group was not possible and various factors such
as E’—1, the Flack parameter for absolute configuration of
—0.003(1), and the packing of the molecules allowed us to assign
the noncentrosymmetric Cc spatial group. All calculations were
performed using the SHELXTL (6.12) program package. Additional
details are summarized in Table 1.

Results and Discussion

Electrophilic C—H Cyclometalation of 2-Phenylpyridine
and N,N-Dimethylbenzylamine. The synthetic procedures
described in this work are shown in Scheme 1 by the example
of the cyclometalation and derivatization of 2-phenylpyridine.
These lead to osmacycles 1—4. Essentially, the same

(36) AXS, SAINT Software Reference Manual;, Bruker: Madison, W1, 1998.
(37) Sheldrick, G. M. SHELXTL (Version 6.10). Bruker AXS Inc; Madison,
WI, 2000.
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Table 1. Crystallographic Data for Compounds 5, 6b, and 3b
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5 6b 3b.acetone
empirical formula C]7H21N20$PF6 C25H2(,F6N508P C30H23F6N5005P
formula weight 588.53 731.68 809.74
temperature (K) 291(2) 291(2) 298(2)
wavelength (A) 0.71073 0.71073 0.71073
crystal system monoclinic monoclinic triclinic
space group P2i/n Cc P2(1)/c

unit cell dimensions (in A and °)

volume (A3)

Z

density (mg/m?, calculated)
absorption coeff. (mm™")
F(000)

crystal size (mm)

6 range for data collection (°)
index ranges

reflections collected

independent reflections

absorption correction

refinement method
data/restraints/parameters
goodness-of-fit on F2

final R indices [I > 20(])]

R indices (all data)

largest diff. peak and hole (e A=3)

a = 10.8424(12), o = 90
b = 12.7042(13), f = 95.302(2)
¢ = 14.0603(15), y = 90
1928.4(4)

4

2.027

6.755

1128

0.24 x 0.12 x 0.06

2.16 to 25.00

—12=h=12
—15=<k=15

—-16=1=16

15454

3391 [R(int) = 0.0375]
analytical

full-matrix least-squares on F?
3391/411/302

0.952

R1 = 0.0212, wR2 = 0.0459
R1 = 0.0259, wR2 = 0.0467
0.461 and —0.510

a = 11.2693(7), oo = 90

b = 12.4643(8), f = 96.271(10)
¢ = 18.8585(12), y = 90
2633.1(3)

4

1.846

4.971

1424

0.03 x 0.09 x 0.07

2.17 to 25.00

—13=h =13

—l4= k=14

—22=<1=<122

10529

4597 [R(int) = 0.0403]
integration

full-matrix least-squares on F?
4597/337/402

0.880

R1 = 0.0278, wR2 = 0.0518
R1 = 0.0356, wR2 = 0.0534
0.764 and —0.395

a = 9.9527(7), a = 101.997(10)
b = 12.0274(9), f = 90.836(10)
¢ = 14.3999(11), y = 100.940(10)
1652.8(2)

2

1.627

3.970

792

0.32 x 0.11 x 0.11

1.77 to 25.00

—1l=h =11

—l4= k=14

—17=1=17

13233

5798 [R(int) = 0.0397]
analytical

full-matrix least-squares on F?
5798/404/451

0.897

R1 = 0.0335, wR2 = 0.0685

R1 = 0.0445, wR2 = 0.0704
1.045 and —0.672

reactions run using N,N-dimethylbenzylamine afford struc-
turally similar compounds 5—7.

There is a remarkable, mechanistically relevant difference
between reactions of 2-phenylpyridine and N,N-dimethyl-
benzylamine. Complex [OsCl(u-Cl)(7°-C¢Hg)], reacts with
2-phenylpyridine in acetonitrile at 30 °C to give 2 in a very
low yield (ca. 9%). The yield did not improve at higher
temperatures. The presence of a strong base such as NaOH
is essential for increasing the yield up to 54%. The reaction
is complete in a matter of 24—48 h. The situation is opposite
for N,N-dimethylbenzylamine, and S is obtained in 83%
isolated yield at 30 °C in the absence of NaOH, though when
NaOH is added the yield of 5 drops to as low as 10%.
Obviously, the bases in the scene, that is, 2-phenylpyridine,
N,N-dimethylbenzylamine, and hydroxide, play an important
role in the cyclometalation by osmium, and this is important
evidence for the electrophilic mechanism of intramolecular
C—H bond activation." The phenyl group of N,N-dimethyl-
benzylamine is more electron-rich than that of 2-phenylpy-
ridine, and therefore, N,N-dimethylbenzylamine operates both
as a substrate and as a base in such a way that no extra NaOH
is required. The basicity of 2-phenylpyridine is by several
orders of magnitude lower than that of N,N-dimethylbenzy-
lamine,® and the pyridine base cannot assist in the dissocia-
tion of hydrogen as a proton. Therefore, the nucleophilic
assistance of NaOH as external base is essential for the
formation of 2 (Scheme 2). Deeper mechanistic discussion
without kinetic data is speculative at the moment, but the
mechanism is presumably similar to the C(sp?)-H cyclopal-

(38) Smith, R. M.; Martell, A. E. Critical Stability Constants, Vol. 2:
Amines; Plenum Press: NY and London, 1975.

(39) Ryabov, A. D.; Sakodinskaya, I. K.; Yatsimirsky, A. K. J. Chem. Soc.,
Dalton Trans. 1985, 2629-2638.

(40) Davies, D. L.; Donald, S. M. A.; Macgregor, S. A. J. Am. Chem. Soc.
2005, 127, 13754-13755.
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Scheme 2. Postulated Transition State for the Electrophilic
Cycloosmation of N-Coordinated 2-Phenylpyridine with the Nucleophilic
Assistance That Involves a Base (Hydroxide) As a Proton Acceptor”

“ A similar mechanism is assumed for N,N-dimethylbenzylamine with
the amine acting as a base. Only partial charges are shown for clarity.
ladation where the nucleophilic assistance during the rate-
limiting electrophilic attack is reliably documented experi-
mentally®® and theoretically.*® The electrophilic nature of
the cycloosmation is also supported by the fact that methoxy-
substituted N,N-dimethylbenzylamines (4-MeO and 3,5-
(MeO),) afford metalacycles 5" and 5” respectively, which
are similar to 5, whereas 4-NO,-N,N-dimethylbenzylamine
is unreactive under the same reaction conditions.

Cyclometalation of 2-phenylpyridine by [OsCl(u-Cl)(7°-
CeHg)]> occurs also in refluxing methanol to afford the
previously reported® compound 1 in 60% yield. The osmium
reactions in acetonitrile proceed differently as compared to
those with Ru' chloro-bridged dimer [RuCl(u-Cl)(1°-
C6H6)]2.41’42 Cycloruthenation in the presence of NaOH
involves dissociation of the #%bound benzene and the
formation of [Ru(o-CcHapy-«C,N)(MeCN)4]PFs. No such
product was detected when [OsCl(u-C1)(7°-CsHs)], was used
as metalating agent. Attempts to prepare [Os(o-C¢Hapy-

(41) Fernandez, S.; Pfeffer, M.; Ritleng, V.; Sirlin, C. Organometallics
1999, 18, 2390-2394.

(42) Ryabov, A. D.; Estevez, H.; Alexandrova, L.; Pfeffer, M.; Le Lagadec,
R. Inorg. Chim. Acta 2006, 359, 883-887.
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kC,N)(MeCN)4]PFs were unsuccessful. In particular, reflux-
ing a solution of 2 in acetonitrile for 48 h leads to the
quantitative recovery of 2. The #%benzene ring is obviously
more tightly bound to osmium(II) than to ruthenium(II), and
its displacement by acetonitrile is more difficult in the Os"
case. A similar tendency has been experimentally observed
for metalocenes Cp.M (M = Fe, Ru, Os)43 and theoretically
predicted by DFT for Ru'" and Os" 77°-complexes of benzene
and p-cymene.**

Derivatization of 2 and 5: Synthesis of Complexes 3,
4, 6, and 7. Compounds 3b and 6b were obtained from 2
and 5, respectively, on prolonged treatment with 1,10-
phenanthroline in acetonitrile. Despite many efforts, com-
pounds 3a and 6a with bpy could not be prepared. In the
ruthenium case, coordination of 2,2’-bipyridine is also much
more difficult than that of 1,10—phenanth1roline,42 but [Ru(o-
CsHapy-xC,N)(bpy)(MeCN),]PFs was obtained by using
dichloromethane instead of acetonitrile as solvent.*> The
same approach did not work in the present case, and an
increase in temperature and/or reaction time was not suc-
cessful either. In particular, after complex 2 and 1.2 equiv
of 2,2’-bipyridine were kept at 35 °C in CH,Cl, for 100 h,
2 was recovered quantitatively along with a small amount
of decomposition products. We have previously discussed
in detail the lower reactivity of bpy compared to phen toward
similar ruthena(Il)cycles.*> Arguments put forward previ-
ously are applicable for the osmium compound reported here.
A new factor is a stronger binding of the benzene ligand to
the osmium center. Therefore, its substitution by both 2,2’-
bipyridine and acetonitrile should be even more difficult.

Protic methanol is a better medium for ligand substitution,
and compounds 4a,b and 7a,b were synthesized by refluxing
methanolic solutions of 2 or 5 in the presence of 2,2’-
bipyridine or 1,10-phenanthroline in good yields. It is worth
mentioning that the bpy complexes 4a and 7a were isolated
in lower yields compared to the corresponding phen species
4b and 7b.

X-ray Structural Studies. Structures of N,N-dimethyl-
benzylamine compounds 5 and 6b, as well as that of
2-phenylpyridine derivative 3b, were confirmed by single
crystal X-ray diffraction studies (Figure 1). The crystal-
lographic data are summarized in Table 1. As seen in Figure
1, osmium in complex 5 is at the center of a pseudotetra-
hedron with bond distances and angles within the usual range
observed for such compounds. The mean Os—Chpenzene
distance of 2.203 A should be compared with that of 2.212
A for 1% and 2.206 A for [Ru(o-CsH4CH,NMey-«C,N)(17°-
CeHg)(NCMe)|PF¢.>> Octahedral structures 3b and 6b are
also similar to their ruthenium counterparts. The higher trans
effect of the C atom o-bound to the metal is reflected in
longer Os—N distances for the nitrogen atoms trans to the
carbon atom.

(43) Fischer, E. O.; Grubert, H. Chem. Ber. 1959, 92, 2301-2309.

(44) Dorcier, A.; Dyson, P. J.; Gossens, C.; Rothlisberger, U.; Scopelliti,
R.; Tavernelli, I. Organometallics 2005, 24, 2114-2123.

(45) 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—1634.

There are intermolecular s7-77 interactions in the solid-state
structure of 3b involving phenanthroline ligands. The closest
distance between the rings equals 3.624 A (Figure 2). It is a
noteworthy fact that although the 2-phenylpyridine moiety
is also prone to exhibit s-7r stacking, this does not occur
probably because of the symmetry adopted by the molecule
in the solid state and the fact that the counterions present in
the lattice hinder a close proximity of other flat fragments
(e.g., 1,10-phenanthroline or 2-phenylpyridine).

Electrochemical Properties. Cyclic voltammograms of
selected osma(Il)cycles obtained in acetonitrile are shown
in Figure 3 together with the data for the corresponding
ruthena(IT)cycles for comparison. The data for all osmium
compounds listed in Scheme 1 and for the corresponding
ruthenium species*? obtained in both acetonitrile and water
containing about 5% acetonitrile for increasing solubility are
summarized in Table 2. As seen in Figure 3, the M/M™
redox feature is well defined for both Os and Ru metala-
cycles, and the reduction potentials of osmium derivatives
are by 260—310 mV more cathodic than those of the
ruthenium counterparts. At the scan rate of 0.1 V s™! the
peak separation for Os species is usually in the range of
0.056—0.063 and 0.060—0.079 V in MeCN and water,
respectively, indicating a higher level of reversibility when
acetonitrile is used as solvent.

Electron transfer with Glucose Oxidase (GO) from
A. niger. The relatively low reduction potentials of these
cyclometalated octahedral osmium(II) complexes and the
numerous applications of other Os™ species as electron
carriers to/from active sites of oxidoreductases?®*®° en-
couraged us to test complexes 3, 4, 6, and 7 as mediators of
GO enzyme. GO, the biological function of which is to
oxidize f-D-glucopyranose into the corresponding y-lac-
tone,”" is a kind of model enzyme for probing a mediator
capability of a low-molecular-weight electron carrier.”® If it
mediates electron transport with GO well, then the mediator
is worth testing with other less available or more expensive
enzymes.

The high capability of 7b to exchange electrons with the
active site of GO, that is, to be a mediator, is demonstrated
in Figure 4. Cyclic voltammograms of 7b with and without
GO and D-glucose in water illustrate a significant current
increase when GO and D-glucose are present. The current
growth is accounted for in terms of eqs 1-3.

GO(ox) + D-glucose — GO(red) +
0-D-gluconolactone + 2H (1)

k
GO(red) + 20s™ — GO(ox) + 20s" )

20s" — 2e —20s™ (electrode) 3)

Step 2 is known to follow second-order kinetics, and the
corresponding rate constants k3 for step 2, calculated by
means of the procedure of Bourdillon et al.,** are shown in
Table 2.

(46) Degani, Y.; Heller, A. J. Phys. Chem. 1987, 91, 1285-1289.
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Figure 1. ORTEP views of osmacycles 3b, 5, 6b. Thermal ellipsoids are drawn with 50% probability level. Hydrogen atoms and PFs~ anions are omitted
for clarity. Selected bond lengths (in A) and angles (in °). 5: Os1—N1 2.043(4), Os1—C8 2.082(4), Os1—N2 2.178(4), Os1—C1 2.175(5), Os1—C2 2.175(5),
Os1—C3 2.215(5), N1—0s1—C8 85.57(16), N1—0s1—N2 84.94(15), N2—0s1—C8 77.57(17), C16—N1—0sl 174.4(4). 3b: Os—N27 2.005(5), Os—N30
2.008(5), Os—N15 2.048(5), Os—N12 2.050(5), Os—N1 2.134(4), Os—C21 2.040(5), N27—0s—N15 91.07(19), N30—Os—N15 172.86(18), C21—0s—N15
79.6(2), N27—0s—N12 172.14(19), C21—0s—NI1 171.1(2). 6b: Os—N1 2.056(14), Os—N2 1.984(14), Os—N3 2.168(7), Os—N4 2.003(7), Os—N12 2.126(6),
Os—C16 2.053(8), N2—Os—NI1 174.4(2), C16—0s—N12 171.7(4), N2—0s—N3 90.5(4), N4—0s—N3 175.2(3), C16—0sN3 79.0(3).

Figure 2. Stacking interactions in the crystal structure of complex 3b with
the centroid—centroid distance of 3.634 A.

The rate constants k3 are rather high for all compounds.
There is no significant difference between the complexes,
but compound 7a has the lowest value of k3. Interestingly,

4994 Inorganic Chemistry, Vol. 47, No. 11, 2008

2e-5
1e-5

0

-1e-5

I 6b Ru-6b
-2e-5 ! 1 L | L Il ) 1

0.0 0.2 0.4 0.6
E (V) vs Ag/AgCI

Figure 3. Comparison of cyclic voltammograms of selected cyclometalated
osmium compounds reported here and the corresponding ruthenium
counterparts. Conditions: complexes 1073 M, glassy carbon working
electrode, 25 °C, scan rate 0.1 V s~!, 0.1 M (n-Bu);NPF4 in MeCN.

the k3 for 7b is higher almost by the order of magnitude
though 7b contains phen instead of bpy as in 7a. One may
also notice that the reduction potentials of 7a and 7b are the
same in acetonitrile, but 7b is more oxidizing than 7a by
about 60 mV in water. Curiously, this effect is not observed
for the 4a,b pair of 2-phenylpyridine complexes. It should
also be mentioned that in this study we were unable to
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Table 2. Reduction Potentials (in mV versus Ag/AgCl) at 25 °C, Scan Rate 0.1 V s™!, 0.1 M (n-Bu)4NPFs in CH;CN or Water, and the Rate Constants
ks (in M~! s71) for Oxidation of GO(red) by the Electrochemically Generated Os'! Species at pH 7.0 (0.01 M phosphate)

M = Os M = Ru

compound MeCN H,0 MeCN H,0 10° x k3
[M(0-CsH4CH,NMes-«C,N)(bpy)2]PFs (7a) 191 =51 479 231 0.67 £0.02
[M(0-CsHsCH,NMes-«C,N)(phen),]PFg (7b) 192 13 471 250 480+ 0.3
[M(0-CsH4CH,NMes-«C,N)(phen)(NCMe),|PF¢ (6b) 221 32 510 332 20+03
[M(0-CeHapy-«C,N)(bpy)2]PFs (4a) 271 84 531 329 3.9+0.1
[M(0-CsHipy-«C,N)(phen)]PFq (4b) 282 31 537 324 1.8+£02
[M(0-CgHapy-«C,N)(phen)(NCMe),]PF¢ (3b) 299 109 605 423 29+03

achieve the k3 of 107 M~! s~! for 4b as previously reported.*
We could not suggest obvious reasons for this inconsistency.
The value of ks could be affected by slightly different
properties of the GO sample used in this study and by the
fact that determination of the i.,/i, ratio from the data such
as in Figure 4 is rather arbitrary. This might explain the
fluctuation in k3. It should be noted that in some cases the
reported values of k3 differ by a factor of 100.%® In any case,
the values of the rate constants k3 summarized in Table 2
do sound reasonable”® and, supported by the fact that these
now easier accessible complexes have low reduction poten-
tials in aqueous medium, make the complexes promising
materials for biochemical and related applications.

Conclusions

Electrophilic C(sp?)-H cyclometalation by chloro-bridged
osmium(Il) dimer [OsCl(u-Cl)(75-C¢He)]> affords a set of

—

2.5e-6 - i(A) -,
6 /
2.0e-6 / /
1.56-6 | 1/
1.0e-6 -

5.0e-7 | S/
7

0.3

0.1 0.2
E (V) vs Ag/AgCI

Figure 4. Cyclic voltammogram of complex 7b (1 x 10™* M) without
(solid line) and in the presence (dotted line) of GO (1 x 107¢ M) and 0.05
M of D-glucose at pH 7.0, scan rate 3 mV s~ L.

easy to derivatize cyclometalated osmium(Il) compounds
such as 1, 2, and § in good yields under very mild conditions.
This procedure is obviously cleaner than the synthesis of
the compounds using toxic mercurated precursors and makes
bidentate osma(Il)cycles more accessible. The octahedral
compounds are readily reduced/oxidized at the electrode and
have, by about 0.3 V, lower reduction potentials compared
to the corresponding Ru" counterparts. New compounds may
find applications in various fields including bioamperometric
biosensors’* because they have been shown to possess high
activity as mediators of glucose oxidase.
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