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Resumen Escrito

Los estudios cinéticos y espectroscépicos aplicados a complejos hierro-hemo que son
modelos de enzima peroxidasa, permiten conocer y entender los mecanismos de reaccidn
del ciclo catalitico de las peroxidasas. En este trabajo se reportan los estudios
espectroscépicos, como antioxidante y actividad peroxidasa de dos nuevos compuestos
modelo “porfirina — pinza — peroxidasa” [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll). Se
comprobd que estos compuestos presentan un comportamiento de Michaelis — Menten

de enzima y una cinética tipica de peroxidasa utilizando una de las reacciones exclusivas

peroxidasa
de las enzimas peroxidasa guayacol + H,0, ——— POG + H,0. Los valores de las

constantes de Michaelis—Menten (K,,) y la constante catalitica (k.4:) fueron para
[(tpe)(DP)]Fe(lll):  Ky,o, = 444 x 1072 M, Kguayacol = 6.67 X 1074 M kear =
3.333x103 M~'s™! y para [(tpe)(MP)]Fe(lll): Ky o, = 2.75x107*M, Kguayacol =
348 x107* M, k.4 = 4.43 x103 M~1s71, Las constantes de Michaelis respecto al H,0,
y al guayacol son muy cercanas a las mostradas por las peroxidasas nativas, y nos
informan que el sitio activo de la peroxidasa y de los compuestos modelo de peroxidasas
que aqui se reportan tienen afinidades semejantes por esos dos sustratos. Las constantes
de velocidad son menores a las reportadas para las peroxidasas naturales que tienen
koqr = 10° M~1s71, Por otra parte, los espectros de RPE nos permitieron calcular los
porcentajes de especies de Fe(lll) con ecm, s = 5/2, s = 3/2, y cuantificar en cada una
de estas el porcentaje de s =5/2, s = 3/2 en cada especie. Esto es importante para
correlacionar la presencia de especies de Fe(lll) con ecm y los porcentajes de 3/2 sobre
5/2 en ellas, con la actividad catalitica. Los resultados de RPE fueron que los dos nuevos
modelos “porfirina — pinza” tienen un mayor porcentaje de espin 5/2, en el ecm s = 3/2,
s =5/2, el cual no favorecié una mayor actividad catalitica en comparaciéon con los

compuestos porfirina—pinza analogos reportados por Reyes—Ortega.
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1.1 Introduccion y justificacion

La vida depende de la existencia de biocatalizadores eficientes y especificos: las enzimas.
Practicamente todas las reacciones bioquimicas son catalizadas por una enzima [Nelson &
Cox, 2009]. Las peroxidasas son enzimas que contienen al grupo hemo (Figura 1) en su
estructura molecular, las cuales utilizan al peréxido de hidrégeno para oxidar una amplia
variedad de compuestos organicos e inorganicos. La peroxidasa de rabano blanco (HRP) es
una enzima importante que ha sido estudiada por mas de un siglo. La HRP es una
hemoproteina que incluyen en su sitio activo un anillo de protoporfirina — IX coordinada a
un Fe(lll) [Veitch, 2004]. Diversos grupos de investigacion han sintetizado modelos que
sean estructural, espectroscopica, electronica, magnética y cinéticamente equivalentes al
grupo prostético del sitio activo de las peroxidasas, tal es el caso de los compuestos
modelos llamados porfirina — pinza propuestos por Reyes — Ortega en 1988. Estos
modelos reciben este nombre debido a que se ha propuesto que ligantes poliméricos de
cadena abierta y funcionalizados en las terminales como en el picdien (1,9-bis(2-piridil)-
2,5,8-triazanonano) coordinandos axialmente al ion Fe(lll) del grupo hemo, se fijan de
modo similar a como lo haria una pinza [Reyes—Ortega et al, 1998] (Figura 1).

Figura 1 Estructura general de las porfirinas—pinza.

Otros compuestos dendrimeros pueden coordinarse axialmente a un anillo de porfirina. El
desarrollo de dendrimeros porfirinicos ha sido inspirado y promovido por muchas
funciones interesantes de derivados porfirinicos en sistemas biolégicos [Wei-Shi &
Takuzo, 2009].

En este trabajo se establecieron las condiciones de reaccién para la obtencién de los
compuestos de coordinacién con el dendrimero tpe (N,N,N’,N’-tetrakis-[N-((2-
metilpiridin)etil)propanamidaletilendiamina) [Cervantes—Mejia et al, 2014] vy las
respectivas  porfirinas  [(cloro)(deuteroporfirinatodimetiléster)lhierro(lll)  DPFe(lll);
[(cloro)(mesoporfirinatodimetiléster)]hierro(lll) MPFe(lll); los compuestos obtenidos se
caracterizaron a través de estudios espectroscépicos de UV-Vis, IR, RMN-'H y RPE para
realizar pruebas cualitativas como antioxidante y cuantificar su actividad catalitica como
peroxidasa.




1.2 Antecedentes

1.2.1 Porfirinas

Las porfirinas son compuestos vitales para cada célula de casi cada organismo viviente y
estan contenidas en las hemoproteinas. Estas ultimas constan en su sitio activo de un
anillo quelato de porfirina con un ion de Fe(M. El anillo de porfirina consta de un sistema
macrociclico tetrapirrdlico con dobles enlaces conjugados y diversos grupos unidos a su
alrededor (Figura 2) [Huheey et al, 2007].

R H CH,
H;C R
H H
H;C CH,
H,CO,CH,CH,C H CH,CH,CO,CH,4
1 R=H
2 R =CH,-CH,
a b

Figura 2 a, Estructura y nomenclatura general de la porfirina. b,
[(cloro)(deuteroporfirinatodimetiléster)]hierro(lll) 1;
[(cloro)(mesoporfirinatodimetiléster)])hierro(lll) 2.

Los metales de transicién pueden forman compuestos de coordinacidn ecuatoriales con
las porfirinas, y muchos de estos compuestos metaloporfirinicos son capaces de recibir
ligantes de forma axial (Figura 3) [Kadish et al, 2000].

Metalacién
+ +
M + 2H" +
Desmetalacion

(n-2)"
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> — >N ON=S
] Y
Cis Trans

Figura 3 Coordinacién quimica de las porfirinas: la metalacion de una porfirina es también
la coordinacion ecuatorial del metal; X y Y son ligantes axiales.




La coordinacion en la posicion axial es fundamental en muchos aspectos de la bioquimica
y quimica catalitica, pero también presenta un gran interés por si misma [Kadish et al,
2000].

1.2.2 Ligantes dendrimeros

Los dendrimeros son una clase de macromoléculas ramificadas que constan
principalmente de nucleo, ramas y grupos terminales (Figura 4) [Klajnert & Bryszewska,
2001).
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Figura 4 Representacion de un dendrimero de segunda generacién [Grayson & Fre’chet,
2001].

La arquitectura tridimensional de los dendrimeros y las similitudes morfoldgicas con las
proteinas pueden actuar como un atractivo escalaféon para la colocacion de los sitios
especificos de porfirinas funcionales en los regimenes de tamafo en nanoescala [Wei-Shi
& Takuzo, 2009]. Por lo tanto, por su naturaleza ramificada los dendrimeros han sido
utilizados exitosamente en quimica de coordinacion como ligantes, por ejemplo, el ligante
dendrimerotpe (Figura 5) [Cervantes-Mejia et al, 2014], para la sintesis de compuestos de
esta naturaleza [Sdnchez-Sandoval et al, 2003; Knecht et al, 2008]
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Figura 5 Ligante dendrimero tpe (N,N,N’,N’-tetrakis-[ N-((2-
metilpiridin)etil)propanamida]etilendiamina).




La estructura de estos compuestos tiene un gran impacto en sus propiedades quimicas y
fisicas, por lo que han sido utilizadas como plantillas para la fabricaciéon controlada de
particulas metdlicas de tamafio nano usadas en catdlisis [De Jesus & Flores, 2008],
medicina [Patil et al, 2009] y para dispositivos electrénicos con funciones especificas que
aprovechan las propiedades de éstas para el almacenamiento de energia y la emision de
luz [Kwon et al, 2004].

1.2.3 Dendrimeros porfirinicos y metaloporfirinas

La naturaleza ramificada de los dendrimeros es una propiedad estructural muy util, ya
qgue, al contener multiples atomos donadores de densidad electronica, han sido utilizados
para la sintesis de dendrimeros porfirinicos [Wei—Shi & Takuzo, 2009].

Las caracteristicas Unicas de la sintesis iterativa paso a paso de dendrimeros, permiten
funcionalizar a la porfirina o ftalocianina para ser colocada precisamente en la estructura
tridimensional nanoscdpica de un dendrimero porfirinico, como se ilustra en la Figura 6
[Wei-Shi & Takuzo, 2009].

Figura 6 Clasificacidn estructural de los dendrimeros porfirinicos. El simbolo “P” denota
una unidad porfirinica.

1.2.4 Peroxidasa de rabano blanco (HRP)

Las peroxidasas son hemoproteinas que, en presencia de un perdxido (incluyendo el H,03),
pueden catalizar la oxidacidon de un sustrato [Boelsterli, 2013]. La HRP esta formada por
308 residuos de aminoacidos, dos iones Ca%* y en su sitio activo tiene al grupo prostético
hemo unido a través de la quinta posicidn axial del Fe3* a la His (histidina) 170 proximal
(Figura 7) [Veitch, 2004, Dunford, 1991].




Figura 7 a Representacién tridimensional de la estructura cristalina de rayos-X de HRPy b
acercamiento del sitio activo [Veitch, 2004, Berglund, 2002].

El Fe3* con cinco electrones en el dltimo subnivel, 3d>, puede existir con cinco estados de
espin diferentes: sexteto puro, 6A; (alto espin, s = 5/2); doblete puro, T, (bajo espin, s =
1/2); cuarteto puro, *T; (espin intermedio, s = 3/2); mezcla térmica de los estados s =5/2,
1/2, y mezcla cuantica de los estados s = 5/2, 3/2 (Figura 8) [Owens & O’Connor, 1988].
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Decrece la fuerza del campo ligante axial

Figura 8 Desdoblamiento de los orbitales d para los estados bajo espin a (s =1/2), b espin
intermedio (s = 3/2), ¢ mezcla cuantica de los estados s =5/2, 3/2 y d alto espin (s =5/2)

Incrementa la distorsidn tetragonal

del hemo-Fe3* en funcidn del ligante axial para compuestos y biomoléculas con

hexacoordinacion.




Una mezcla cuantica de estados de espin se refiere a un sistema con una funciéon de onda
que corresponde a la configuracién electrénica del Fe3* que contienen contribuciones de
dos estados cuanticos magnéticos del Fe(lll). Al mismo tiempo cada uno de los estados
cuanticos tiene una funcién de onda ‘Ps/z's/z. La funcion de onda ‘P3/2,5/2 = a‘P3/2 +

b‘Ps/Z, donde a y b son los coeficientes de porcentaje de cada espin, respectivamente. El

Fe3*, contenido en la HRP, presenta un estado de espin cuanticamente mezclado de s =
3/2,5/2. [Maltempo & Moss, 1976].

La HRP sigue el mecanismo de reaccion que se describe en la Figura 9.

Enzima férrica
—Fe(lll)=—

HOOH | H,0
HZO%/ s .
e, H
H
(0] o
2. I @
—Fe(IV)— 7——» —Fe(IV)—
| |
NHhis o H* Nhis
Compuesto | Compuesto Il

radical & catidnico ferrilo
Figura 9 Ciclo catalitico de la HRP.

La enzima reacciona con un equivalente de H,0, dando como producto al Compuesto I.
Esta es una reaccion de oxido — reduccion de dos electrones en la que el H,0; es reducido
a H,0 y la enzima es oxidada. Un equivalente de oxidante reside en el Fe** y el otro reside
en la porfirina en forma de radical nt catidnico ferrilo [PorFe**=0]*. A continuacién, el
Compuesto | puede oxidar un equivalente de sustrato mediante una reaccién de
transferencia electrdnica en la que se forma el radical del sustrato correspondiente (-A)
qguedandose con un -H. La enzima se transforma en el Compuesto Il debido a que ha
recuperado su electréon (Fe**=0). Finalmente, el Fe*=0 del Compuesto Il es reducido a
Fe3* de la enzima nativa mediante la sustraccién de un electrén de otra molécula de
sustrato [Berglund et a/,2002; Dawson, 1988].

1.2.5 Cinética enzimatica

Las enzimas son catalizadores biolégicos debido a que disminuyen la energia de activacién
de una reaccién para aumentar las velocidades de las reacciones bioquimicas y, ademas,
son altamente especificas [Chang, 2008; Nelson & Cox, 2009]. Generalmente, una reaccion
catalizada enzimaticamente tiene lugar en el sitio activo de la enzima. La molécula fijada
en el sitio activo y sobre la que actia la enzima se denomina sustrato. La superficie del
sitio activo de la enzima estd revestida con residuos de aminodcidos con grupos




sustituyentes que se unen al sustrato y catalizan su transformacion quimica [Nelson &
Cox, 2009]. La catalisis enzimatica es homogénea porque el sustrato y la enzima estan
presentes en disolucion acuosa [Chang, 2008]. También es cierto que para los
catalizadores biolédgicos no hay esa generalizacidon de que no intervienen en la reaccién.
En el caso de las peroxidasas, es la enzima la que se oxida y ella oxida al sustrato para
volver a su estado nativo a través de su reduccidon, habiendo una reaccion de oxidacion
reversible.

Aunque el mecanismo de reaccion detallado es Unico para cada enzima, algunas enzimas
funcionan del mismo modo general, descrito por Michaelis—Menten. Los primeros
conocimientos sobre el comportamiento enzimatico se deben a V. Henri, L. Michaelis y
Maud L. Menten. En el trabajo experimental de Michaelis-Menten se recopilaron datos
sobre los cambios en la velocidad inicial, v, observandose dos tipos de comportamientos
[Bohinski, 1987]:

o Cuando la concentracién de sustrato [S] se mantuvo constante mientras se hacia variar
la concentracidon de enzima [E] se observé un incremento lineal en la velocidad inicial
Vo al aumentar la [E] (Figura 10) [Bohinski, 1987]:

=

—
[S] constante

[E]

Figura 10 Relacidn lineal entre la v, y la variacién de la concentracion de E.

o Cuando [E] se mantuvo constante mientras se hacia variar la [S], se observd un
comportamiento hiperbdlico entre la vy y la [S]. En la grafica hiperbdlica se observd al
inicio una cinética de primer orden y al incrementar la [S] se observé una cinética de
orden cero alcanzdndose un valor maximo de velocidad, V4, (Figura 11) [Bohinski,
1987]:
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Figura 11 Relacidn hiperbdlica entre la v y la variacion de la concentracion de S.




Para explicar este comportamiento, Michaelis-Menten postularon que la enzima E se
combina en primer lugar con su sustrato S formando el complejo enzima—sustrato ES en
un paso reversible y rapido (Esquema 1) [Bohinski, 1987; Nelson & Cox, 2009]:

F,+H%I-LH

Esquema 1 Primer paso de la reaccién general de Michaelis—Menten.

El complejo ES se descompone en un segundo paso mas lento, paso limitante, que puede
descomponerse dando P (producto) y E libre (Esquema 2). En los primeros momentos de
la reaccién, la concentracion del producto, [P], es despreciable y puede ignorarse la
reaccion inversa P — S [Bohinski, 1987; Nelson & Cox, 2009]:

ES - F + P

Esquema 2 Segundo paso de la reaccién general de Michaelis—Menten.

En la Ecuacion 1 y 2 se pueden identificar las constantes de velocidad k;, k, y ks. El
término compuesto por las constantes de velocidad puede definirse como la constante de
Michaelis-Menten:

__ kptk;

(Ecuacién 1)
ky

K

La constante K,, puede utilizarse como un indicador de la afinidad de la enzima por un
sustrato; asi, un valor pequefio de K, indica una gran afinidad del catalizador por un
sustrato. La concentracién de sustrato a la que la velocidad de la reaccion es la mitad de
Vinax €S la constante de Michaelis, K,,,, (Figura 11) que es caracteristica para cada enzima
gue actua sobre un sustrato determinado. La ecuacion de Michaelis-Menten

_ Vimax[S]

= Ko +[S] (Ecuacion 2)

Vo

relaciona la vy con [S] y Viax @ través de la constante K,,. La cinética de Michaelis-
Menten se denomina también cinética del estado estacionario [Bohinski, 1987; Nelson &
Cox, 2009].

La K, Y Vimax tienen significados diferentes para diferentes enzimas. La velocidad limite de
una reaccion catalizada por una enzima en condiciones de saturacién se describe
mediante la constante de velocidad maxima tedrica k.. La relacion kgqu:/Kp
proporciona una buena medida de la eficiencia catalitica. La ecuacion de Michaelis-
Menten también es aplicable a reacciones bisustratros que tienen lugar a través de la
formacion de complejos ternarios o mediante mecanismos ping-pong [Nelson & Cox,
20009].




Las reacciones enzimaticas en las que hay dos sustratos (procesos bimoleculares) implican
normalmente la transferencia de un atomo o un grupo funcional de un sustrato al otro

Nelson & Cox, 2009]. El proceso bimolecular global puede tener resultados diferentes,
como cuando dos sustratos (S) forman un producto (P):

bi — uni Si+S,->P
o cuando dos sustratos forman dos productos:
bi — bi S;+S, > P, +P,
En el caso de las reaccidnes bi—bi hay tres posibles vias de reaccién:

o Secuencial aleatoria. La fijacién de los sustratos y la liberacién de los productos no
tienen un orden.

o Secuencial ordenada. La fijaciéon de los sustratos y la liberacion de los productos tienen
un orden especifico.

o Ordenada de tipo ping-pong. S; y S, deben fijarse en un orden especifico y los
productos también se forman en cierto orden, aunque para la formacién del producto

no se requiere que S; y S, estén fijos al mismo tiempo en el sitio activo [Bohinski,
1987].

Sl Pl SZ P2

E<=ES,~=FE'P,~Z=F'<>~E'S,~—=EP,~>E

Las peroxidasas pueden presentar una reaccion del tipo ping—pong.

El esquema del mecanismo ping—pong convencional es:

E+A — EA
EA =F+P
F+B —TDB
FB —L 1 Q
donde E es la enzima en reposo, F es la enzima modificada covalentemente, Ay B son los

sustratos, P y Q los productos, EA y FB son los complejos enzima sustrato A y enzima
modificada sustrato B [Dunford, 1991].

A partir del esquema de ping—pong peroxidasa se obtiene la ecuacidn para ajustar los
datos experimentales de v, y obtener los valores de las constantes:
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[Elo _ Ka 1 1 Kg 3
Vo - kcat [A] + Keat (1 + [B]) (Ecuacioén 3)

donde [E], es la concentracidn total de enzima, [A] es la concentracién de perdxido de
hidrogeno, [B] es la concentracién de guayacol, v, es la velocidad inicial, K5 y Kg son las
constantes de Michaelis respecto al perdxido de hidrogeno y guayacol, y k., es la
constante de velocidad maxima tedrica. Si [B] se mantiene constante, entonces una
gréfica de [E]y/v, contra 1/[A] es una linea recta y para un nuevo valor de [B] es
obtenida una linea recta paralela. Asi, la cinética de ping-pong es conocida como cinéticas
de lineas paralelas. Las graficas obtenidas usando la Ecuacién 3 son llamadas Graficas
primarias (Figura 12) [Dunford, 1991].

@ [A] variable

vy | [B] constante para
cada curva

o 1 K
i _ ( )
«—— Interceptos = 1+

Keat [B]

[A]

Figura 12 Graficas primarias.
La interseccidn al eje y de las lineas rectas paralelas estad dada por la Ecuacion 4.

. . K 1 1
Intercecto primario = —2— + (Ecuacién 4)
kcat [Bl  Kcat

La Grafica obtenida usando la Ecuacidon 4 es llamada Grafica secundaria (Figura 13)
[Dunford, 1991].
1 Kp

+ [B] variable
Kear  [BI

1

“— Intercepto =

kcat

1

[B]

Figura 13 Grafica secundaria.
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1.2.6 Métodos espectroscopicos

La Espectroscopia estudia las interacciones de la radiacién electromagnética y la materia.
En muchos tipos de interaccidon radiacion/materia es util enfatizar la naturaleza de
particula de la luz como una corriente de fotones o cuantos. La energia de un solo fotdn se
relaciona con su longitud de onda (A4), frecuencia (v) y nimero de onda (V) mediante la
siguiente ecuacidén [Skoog et al, 2005]:

E=hv = % = hcv (Ecuacidn 5)

Donde h es la constante de Planck (6.63 x 10734 Js).

Los métodos espectroscopicos se basan en la cuantificacién de la radiacion emitida o
absorbida por las especies atdmicas o moleculares de interés. Podemos clasificar los
métodos espectroscopicos de acuerdo con la region del espectro electromagnético
utilizada durante la mediciéon. Se han utilizado las regiones de rayos y, rayos X,
ultravioleta, visible, infrarrojo, microondas y radiofrecuencias [Skoog et al, 2005].

La condicién para que se lleve a cabo una transicidn electrénica o magnética es que el
momento dipolar eléctrico o magnético de una molécula cambie cuando se irradia la
materia con la radiacién electromagnética, indicdndonos que hubo una absorcién de
energia cuantizada y se llevd a cabo una transicion de un estado basal a un estado
excitado ya sea electrénico (UV-Vis), vibracional (IR), rotacional (microondas) o magnético
nuclear o electrénico [Drago, 1992].

1.2.6.1 Espectroscopia de UV-Vis

La espectroscopia de ultravioleta—visible es el estudio de la absorcién de la radiacion
electromagnética en las regiones de UV y visible de una muestra dada. También es
conocida como espectroscopia electronica porque la energia es usada para excitar
electrones a niveles de alta energia [Atkins et al, 2010].

Existen tres reglas de seleccidn para esta espectroscopia [Drago, 1992]:

o Para moléculas con un centro de simetria, las transiciones permitidas sonde g >uou
- ¢. Esta regla también es conocida como de Laporte.

o Las transiciones entre estados de diferente multiplicidad son prohibidas.

o Para moléculas sin un centro de simetria, las transiciones dependeran de las simetrias
de los estados iniciales y finales.

Los compuestos de coordinacién con metales de transicidn presentan una gran variedad
de colores que surgen de transiciones electrénicas entre niveles cuyos espaciamientos
corresponden a las longitudes de ondas disponibles en el espectro visible. En los
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compuestos de coordinacion, estas transiciones suelen llamarse transiciones d-d porque
en ellas participan orbitales atémicos d de caracter metdlico. Es evidente que los colores
que se producen estan intimamente relacionados con la magnitud del espaciamiento
entre estos niveles. Puesto que este espaciamiento depende de factores como la
geometria del compuesto de coordinacidn, la naturaleza de los ligantes presentes y el
estado de oxidacion del ion metalico central, los espectros de UV-Vis de los compuestos
de coordinacién proporcionan informacién valiosa con respecto a sus enlaces y estructura
[Huheey et al, 2007].

1.2.6.2 Espectroscopia de IR

En general, la radiacidon infrarroja no es energéticamente suficiente para causar
transiciones electrénicas, pero puede inducir transiciones en los estados vibracionales y
rotacionales, generados por los diferentes movimientos vibracionales Ilamados modos
normales de vibracion (movimientos independientes y autorrepetitivos de la molécula) de
los enlaces en la misma molécula, asociados con el estado basal electronico de la
molécula. [Skoog et al, 2005]

El modelo del oscilador arménico cuantico describe los movimientos vibracionales y
rotacionales, entre los enlaces de la misma molécula, considerando que dos dtomos estan
unidos por un resorte a una distanciar.

Las reglas de seleccidn para esta Espectroscopia son las siguientes [Drago, 1992]:

o Para que las moléculas puedan absorber radiacion infrarroja como energia de
excitacion vibracional, debe haber un cambio en el momento dipolar de la molécula
cuando esta vibre.

o Solo habra transiciones vibracionales para Av =+1, donde v representa los estados
vibracionales.

La posicion de N dtomos en una molécula pude ser descrita por coordenadas Cartesianas
y el movimiento general de cada atomo puede ser descrito utilizando tres coordenadas de
desplazamiento, entonces las moléculas tienen 3N grados de libertad. Ciertas
combinaciones de estos grados de libertad corresponden a movimientos traslacionales y
rotacionales sin cambios en las distancias de enlace, los cuales son sobre o alrededor de
los ejes x, y y z. En moléculas no lineales existen 3N — 6 modos normales de vibracién
gue resultan en el cambio de dngulos o distancias de enlace en la molécula. En contraste,
para moléculas lineales existen 3N — 5 modos normales de vibracion.

En un espectro de IR se pueden observar dos zonas:

o Una zona de 4000 — 1500 cm™ en donde se encuentran las vibraciones de deformacién
y tensién de los enlaces atdmicos en una molécula.
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o Otra zona llamada huella digital de 1500 — 400 cm™ que contiene la mayoria de las
vibraciones de una molécula.

1.2.6.3 Espectroscopia de RMN-'H

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear estudia el comportamiento de ciertos
nucleos atdomicos (aquellos que poseen espin nuclear distinto de cero) en presencia de un
campo magnético externo. El campo magnético aplicado produce un desdoblamiento de
los niveles energéticos degenerados magnéticos del espin nuclear en un estado de menor
energia y otro de mayor energia, de modo que pueden inducirse transiciones entre ellos
como consecuencia de la absorcién de una segunda radiacion magnética adecuada
perpendicular al campo magnético permanente externo. La disposicién de los niveles de
energia es una propiedad tanto de los nucleos de una molécula como de su entorno
electrénico y de las interacciones entre ambos.

La intensidad, forma y posicidn de las sefiales en el espectro de RMN—'H de un nicleo de
hidrogeno estan intimamente relacionadas con su estructura molecular, por lo que un
analisis detallado del espectro proporciona valiosa informacion acerca de la estructura
magnética del compuesto que lo origina. Por ello, esta técnica resulta ser de las mas
eficientes y utiles para el estudio de la estructura y dindmica de moléculas en disolucién o
en estado sélido.

Las reglas de seleccidn para esta espectroscopia son las siguientes: Am; = £1; Amg = 0.
1.2.6.4 Espectroscopia de RPE

La espectroscopia de resonancia paramagnética electrdnica es una espectroscopia para
determinar la estructura magnética de materiales con electrones desapareados. Al incidir
una frecuencia fija de radiaciéon de microondas variando el campo magnético aplicado
para inducir el Zeeman electréonico y con las microondas las transiciones de espin
electrdnico. En RPE el desdoblamiento de los estados de energia surgen de la interaccién
de los momentos de espin electrénico desapareados (mg = +1/2) con el campo
magnético, el llamado efecto Zeeman electrénico. El Hamiltoniano del efecto Zeeman
para interaccion de un electrén con el campo magnético aplicado es:

H = gBHS: (Ecuacién 6)

donde g para un electrdn libre tiene el valor de 2.0023, (8 es el magnetdn de Bohr, H es el
campo magnético aplicado y S es el operador de espin.

Las principales interacciones consideradas como contribuciones al espectro de RPE son:

o El efecto del Zeeman electrénico.
o Lainteraccion entre el espin electrénico y el espin nuclear.
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o Lainteraccién de intercambio magnético.

o Lainteraccidn espin orbita.

o Lainteraccion dipolar.

o El desdoblamiento de campo cero.

Para algunos sistemas también sera necesario incluir el Zeeman nuclear del metal y las
interacciones cuadrupolares nucleares. Para cualquier muestra paramagnética la
interaccion del Zeeman electrénico es expresada por el tensor g. Dependiendo de la
anisotropia de los valores principales del tensor g (gxx, 9yy, 9zz) existen tres tipos de
espectros (Figuras 14-16):

a) Isotrépico, en donde el valor de g,, = Iyy = Gzz-

Figura 14 Espectro isotrdpico.

b) Axial, en donde se tienen dos valores de g (g = gzz Y 91 = gxx = Gyy), €n esta
simetria existen dos formas de espectros cuando g,>g, y cuando g;<g,.

91<9. 91”91

Figura 15 Espectros axiales.

c) Rémbico, en donde se tienen tres valores diferentes de g (gxx # gyy # Jzz)-

Figura 16 Espectro rémbico.

Las reglas de seleccidn para esta Espectroscopia son: Am; = 0; Amg = +1.
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Con respecto a los iones de metales de transicion, la Espectroscopia de EPR es
ampliamente usada para estudiar compuestos de coordinacion y organometalicos, en
compuestos biolégicos con centros de iones metalicos y en catalisis [Mabbs, 1993].

1.3 Hipaétesis
La actividad catalitica como peroxidasa de los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll) vy
[(tpe)(MP)]Fe(lll) puede cuantificarse mediante el modelo ping—pong peroxidasa y puede

correlacionarse con las poblaciones con ecm s =3/2, s =5/2 y las proporciones de los dos
estados de espin de Fe(lll) presentes en cada compuesto de coordinacion.

1.4 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll), probarlos
como antioxidantes y cuantificar su actividad catalitica como peroxidasa.

1.5 Objetivos especificos

1. Obtener los complejos porfirina—pinza por el método de Reyes-Ortega [Reyes et al,
1998]:

a. [(deuteroporfirinatodimetiléster)(tpe)]Fe(lll), [(tpe)(DP)]Fe(lll).
b. [(mesoporfirinatodimetiléster)(tpe)]Fe(lll), [(tpe)(MP)]Fe(lll).

2. Caracterizar los compuestos obtenidos por UV-Vis, IR, RMN-1H y RPE.

3. Determinar si el comportamiento de los compuestos [(tpe)(DP)JFe(lll) vy
[(tpe)(MP)]Fe(lll) es enzimatico y sigue el modelo de Michaelis—Menten.

4. Cuantificar la actividad catalitica como peroxidasa de [tpeDP]Fe(lll) y [tpeMP]Fe(lll)
utilizando el método del guayacol caracteristico de las peroxidasas, con la
metodologia de Reyes-Ortega [Reyes et al, 1998].

5. Obtener las constantes de velocidad y las constantes de Michaelis—Menten.

6. Correlacionar las poblaciones de espin cuanticamente mezclado de Fe(lll), s = 5/2,
3/2, de los compuestos obtenidos con su actividad peroxidasa y antioxidante.

7. Realizar pruebas cualitativas de [tpeDP]Fe(lll) y [tpeMP]Fe(lll) como antioxidantes con
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).
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2.1 Equipos, materiales y métodos

Se realizaron los estudios espectroscopicos de UV-Vis de [(tpe)(DP)IFe(lll) vy
[(tpe)(MP)]Fe(lll) para monitorear la formacion del compuesto de coordinacién. Se
prepararon disoluciones metandlicas de 3 mL DPFe(lll) con ca (concentracién aproximada)
0.029 mM y para MPFe(lll) con ca 0.0167 mM. Se prepard una disolucién de tpe con ca
19.066 mM en metanol por separado. Se tomaron 3 mL de la disolucién de porfirina y se
monitoreo a través de UV-Vis. Se adicionaron 5 plL de la disolucion del ligante tpe cada 5
minutos y se analizé a través de espectros de UV-Vis. El tiempo de reaccidon se determiné
cuando el espectro ya no muestro algiin cambio. Los espectros electrénicos y los estudios
cinéticos se midieron a 25°C en un espectrofotometro Beckman DU 7500 (A = 200 —
800 nm) con celdas de cuarzo de 1 cm de paso de luz y utilizando el software
“Wavelength Scan” y “Kinetics/Time”, respectivamente.

Un espectrofotémetro NicoletMagna 750 (v =400 — 4000 cm™!) se empled para
monitorear los espectros de infrarrojo de los compuestos [(tpe)(DP)]JFe(lll) vy
[(tpe)(MP)]Fe(lll) y de sus porfirinas precursoras disueltas en metanol—cloroformo
adicionando estas disoluciones sobre pastillas de KBr.

Se estudiaron los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll) (ca 0.807 mM) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) (ca
0.765 mM) asi como las correspondientes porfirinas precursoras [(Cl)(DP)]Fe(lll) (ca 2.654
mM) y [(Cl)(MP)]Fe(lll) (ca 2.433 mM) por RMN-'H en un espectrémetro Bruker Avance lll
de 500 MHz, en un rango de 100 a -100 ppm, con 4096 barridos, tamafo de FID (Free
Induction Decay) de 262144, usando CD30D y TMS como referencia.

Los espectros de RPE en banda—X de los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll) con ca 0.807 mM y
[(tpe)(MP)]Fe(lll) con ca 0.765 mM asi como las correspondientes porfirinas precursoras
[(CI)(DP)]Fe(lll) con ca 2.654 mM y [(CI)(MP)]Fe(lll) con ca 2.433 mM fueron obtenidos en
un espectrometro Bruker Elexsys-500-11a 77K y 90 K en disolucidn metandlica.

2.2 Métodos de sintesis de [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll)

Se prepard el dendrimero funcionalizado de acuerdo con lo reportado en la literatura
[Cervantes-Mejia et al, 2014]. Se hicieron reaccionar las porfirinas [(CI)(DP)]JFe(lll) vy
[(CI)(MP)Fe(lll) con el dendrimero tpe en una relacion molar 1:2 en una disolucién de
metanol a temperatura ambiente y con agitacién constante por 7 horas para obtener los
nuevos compuestos de coordinacion [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) por el método de
Reyes-Ortega (Esquema 3) [Reyes et al, 1998].
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Esquema 3 Reaccion general para la obtencién del compuesto [(tpe)(DP)]Fe(lll) y
[(tpe)(MP)]Fe(ll).

2.3 Prueba cualitativa como antioxidante

Se realizé la prueba de atrapador de electrones mediante DPPH haciendo reaccionar a
[(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)IFe(lll) con DPPH en una relacion molar de 1:2 en una
disolucién metandlica por 18 h a temperatura ambiente.

Se obtuvieron espectros cada 15 minutos las primeras dos horas y después cada hora
hasta completar las 18 horas de reaccion. En los espectros de UV-Vis se observa la
disminucién en la absorbancia de la sefial del radical libre del DPPH (4,4, = 511) en un
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valor maximo de 29% de [(tpe)(DP)]Fe(lll) y 21% de [(tpe)(MP)]Fe(lll) (Figura 17 y Figura
18).

2.0 [(tpe)(DP)IFe(lll) + DPPH

I 100,
o

[(tpe)(DP)]Fe(lll)
29%

951
90+
851
80+

1.5

% de Actividad con DP

Absorbancia

o
o

500 600 700 800
A, Nm
Figura 17 Seguimiento de la reaccién de [(tpe)(DP)]Fe(lll) con DPPH por UV-Vis. Espectros

obtenidos en un intervalo de 0-8 horas.

200 300 400

[(tre)(MP)]Fe(lll) + DPPH

1.2
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10 Q [(tpe)(MP)]Fe(lll)
01 z % 21%
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Figura 18 Seguimiento de la reaccién de [(tpe)(MP)]Fe(lll) con DPPH por UV-Vis. Espectros
obtenidos en un intervalo de 0-8 horas.
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2.4 Estudios cinéticos

Para probar la actividad catalitica como peroxidasa de los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll) y
[(tpe)(MP)]Fe(lll) se utilizd el método de guayacol con base en las condiciones reportadas
por Reyes-Ortega [Reyes et al, 1998]. El método consiste en medir la velocidad inicial de
formacion de los productos de oxidacion del guayacol (POG) durante los primeros 20
segundos, determinando por espectroscopia de UV-Vis la Amax que corresponde a los POG.

Para descartar la posible formacién de los POG mezclando guayacol—perdxido, guayacol—
compuestos y perdxido—compuestos se hicieron pruebas cuyas condiciones se especifican
en la Tabla 1. Los ensayos se observaron por espectroscopia de UV-Vis a través del tiempo
(Figuras 20-22).

Tabla 1
Resultados de las pruebas de combinacidn de reactivos de [(tpe)(DP)]Fe(lll) y
[(tpe)(MP)]Fe(lll).

H,0, Guayacol [(tpe)(DP)IFe(lll) [(tpe)(MP)]Fe(lll) Observaciones
1400 mM 20.1 mM 0.0291 mM 0.0167 mM
50 uL 50 pL No hay formacion de POG
(Figura 19).
50 pL 3mL No hay formacion de POG
(Figura 20).
50 pL 3mL No hay formacion de POG
(Figura 21)
50 pL 3mL Autooxidacion del compuesto
de coordinacion (Figura 22).
50 pL 3mL Autooxidacion del compuesto

de coordinacion (Figura 23).
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Figura 19 Seguimiento por UV-Vis de la mezcla de guayacol con H,0,.  Espectros
obtenidos en un intervalo de 0-7 horas.
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Figura 20 Seguimiento por UV-Vis de la mezcla de [(tpe)(DP)]Fe(lll) con guayacol.
Espectros obtenidos en un intervalo de 0-7 horas.
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[(tpe)(MP)]Fe(lll) + Guayacol

Absorbancia

200 300 400 500 600 700
A, NM

Figura 21 Seguimiento por UV-Vis de la mezcla de [(tpe)(MP)]Fe(lll) con guayacol.
Espectros obtenidos en un intervalo de 0-7 horas.
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Figura 22 Seguimiento de la reaccidn de [(tpe)(DP)]Fe(lll) con H20, por UV-Vis. Espectros
obtenidos en un intervalo de 0-20 horas.

Las Figuras 20-23 muestran las bandas de los productos de la reaccién que no
corresponden a la banda de formacion de POG, y que se discuten en el Capitulo 3, inciso
3.6. En las Figuras 24 y 25 se observan los espectros de formacion de los POG.
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Figura 23 Seguimiento de la reaccién de [(tpe)(MP)]Fe(lll) con H,0, por UV-Vis. Espectros
obtenidos en un intervalo de 0-20 horas.

Se determiné la longitud de onda (A,,4, = 456,457) en la cual se observan los POG

haciendo reaccionar 50 pL de guayacol, 50 uL de H,0; y 3 mL de [(tpe)(DP)]Fe(lll) (Figura
24) y [(tpe)(MP)]Fe(lIll) (Figura 25).

[(tpe)(DP)]Fe(lll) + Guayacol + H,0,

o
~
1

1.0
0.5
0.8 © 0.4
O
c
© 8 0.3
o 0.6 5
e ?
© o)
Q <
(@]
1)
Re
<

o
N
1

>0 300 400 500 600 700
A, NM
Figura 24 Seguimiento por UV-Vis de la formacién de los POG de [(tpe)(DP)]Fe(lll).
Espectros obtenidos en un intervalo de 0-5 horas.
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Figura 25 Seguimiento por UV-Vis de la formacién de los POG de [(tpe)(MP)]Fe(lll).
Espectros obtenidos en un intervalo de 0-5 horas.

2.4.1 Comportamiento Michaelis — Menten

Comportamiento Michaelis-Menten (Capitulo 1, inciso 1.2.5). Se realizaron tres tipos de
experimentos. En el primero, se varié la concentracién de los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll)
y [(tpe)(MP)]Fe(lll) observandose una linea recta en la gréfica cinética correspondiente al
modelo enzimatico de Michaelis —Menten [Bohinski, 1987; Nelson & Cox, 2009] sin
observarse saturacion. Los datos obtenidos se ajustaron a una linea recta por minimos
cuadrados (Figura 26 y Figura 27).

En una celda de cuarzo de 3.5 mL se mezclaron disoluciones de [(tpe)(DP)]Fe(lll) o
[(tpe)(MP)]Fe(lll) con guayacol, se agregd H,0; a la mezcla agitandose, manteniéndose la
concentracion constante de dos de los reactivos. Inmediatamente se introdujo la celda en
el espectrofotometro UV-Vis. Se inicié la medicidon usando el software para cinética del
mismo equipo. La misma prueba se repitid de 10 o 12 veces. El tiempo de reaccién para
cada medicion fue de 15 — 20 segundos y la vo se tomd de 0 a 15 segundos.
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Figura 26 Comportamiento tipico Michaelis — Menten cuando se varid la concentracién de
[(tpe)(DP)]Fe(lll), n =12 y barras de error = desviacion estandar (S).
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Figura 27 Comportamiento tipico Michaelis — Menten cuando se varié la concentracién de
[(tpe)(MP)]Fe(lll), n =12 y barras de error = S.

En el segundo y tercero, se varid la concentracién de H,0; (Figura 28 y Figura 29) y
guayacol (Figura 30 y Figura 31) observandose curvas hiperbdlicas en la grafica cinética
correspondiente al modelo enzimatico de Michaelis — Menten [Bohinski, 1987; Nelson &
Cox, 2009] observandose saturacién en ambos casos, lo que indica que el H.O; y el
guayacol se comportan como sustratos y los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll) vy
[(tpe)(MP)]Fe(lll) se comportan como la enzima. Los datos obtenidos se ajustaron a una
curva logaritmica, propia de la funcion clasica de Michaelis — Menten (Ecuacion 2):
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Figura 28 Co
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mportamiento tipico Michaelis — Menten de [(tpe)(DP)]Fe(lll) cuando se varié
la concentracion de H,0,, n=11-12 y barras de error = S.
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Comportamiento tipico Michaelis — Menten de [(tpe)(MP)]Fe(lll) cuando se
varié la concentracién de H,0,. ), n =11-12 y barras de error = S.

27



[{(tpe)(DP)}Fe(lll)]: 0.0282 mM, constante
[H,0,]: 22.9508 mM, constante

Vo, St

Vimax [Guayacol]

o = N w ~ S, ] ()] ~ (o]
1

i Vo =

%™ K,, + [Guayacol]
| R?=0.9943
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

[Guayacol];, mM

Figura 30 Comportamiento tipico Michaelis — Menten de [(tpe)(DP)]Fe(lll) cuando se varid
la concentracion de Guayacol, n =11-12 y barras de error =S.
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Figura 31 Comportamiento tipico Michaelis — Menten de [(tpe)(MP)]Fe(lll) cuando se vario
la concentracién de Guayacol, n =11-12 y barras de error =S.

En la Tabla 2 se indican los intervalos de concentracién de los compuestos
[(tpe)(DP)]Fe(lll) o [(tpe)(MP)]Fe(lll), guayacol y H,0, utilizados para construir las graficas
en las Figuras 26 a 31.
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Tabla 2
Intervalos de concentraciones utilizados para determinar los pardmetros cinéticos del
comportamiento Michaelis-Menten.

Compuesto Concentracion [Guayacol]¢ [H20.])¢
mM mM mM
[(tpe)(DP)]Fe(lll) 0.0104 - 0.0291 0.0657 - 0.6381 4.5752 —45.7516
[(tpe)(MP)]Fe(lll) 0.0068 —0.0167 0.0657 - 0.6381 12.3047 -40.1274

2.4.2 Tratamiento estadistico

El tratamiento estadistico consiste en aplicar la prueba Q a los datos de v obtenidos por
UV-Vis para cada prueba, utilizando la ecuacién ec. 2.2 [Skoog et al, 2005]. Este método
estadistico se usa para poblaciones <10 comparando el valor de Q obtenido de los datos
experimentales con un pardmetro cinético que asegura el porcentaje de confianza que se
elija, desde 99% hasta 90%.

— |Xq_Xn|
[R|

Q

(Ecuacion 7)

Donde X, es el resultado discordante, X, el valor mas cercano al resultado discordante y R
es el rango. Si Q es mayor que Q critico (0.412 o0 0.376), para las diez o doce observaciones
con un porcentaje de confianza del 90%, el resultado puede rechazarse [Rorabacher,
1991].

Una vez aceptados los datos se procede a calcular el promedio X (Ecuacién 8) vy la
desviacion estandar S (Ecuacion 9) de Vo para cada prueba (Tablas 3 — 28):

X — Zlnzlxi
n

n .—Y)2
S = /% (Ecuacién 9)

La Tabla 3 es mostrada como ejemplo del tratamiento de datos. Las Tablas 4-28 se
muestran en el Apéndice 2 debido a que todas se trataron estadisticamente de la misma
forma.

(Ecuacion 8)
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Tabla 3

Comportamiento Michaelis — Menten. Velocidades iniciales de variacion de [(tpe)(DP)]Fe(lll) con [H202] y [Guayacol] constantes.

[tpeDPFe(Ill)], Mm

S 0.010 0.011 0.013 0.015 0.017 0.018 0.021 0.023 0.026 0.029
Vol 1.884 3.492 4.338 4.842 5.466 6.012 7.230 8.784 10.464 12.006
Vo2 1.956 3.576 4.380 4.872 5.496 6.060 7.374 8.976 10.494 12.102
Vo3 2.052 3.636 4.392 4.908 5.526 6.162 7.392 8.988 10.692 12.516
vod 2.142 3.666 4.428 5.070 5.622 6.480 7.476 9.000 10.710 12.804
Vo5 2.226 3.684 4.440 5.142 5.688 6.546 7.500 9.048 10.740 12.942
Vo6 2.472 3.792 4.488 5.178 5.754 6.570 7.548 9.132 10.794 13.422
vo7 2.646 3.858 4.530 5.274 5.826 6.576 7.572 9.222 10.944 13.452
Vo8 2.736 3.876 4.566 5.286 5.832 6.756 7.584 9.252 10.992 13.566
Vo9 2.778 4.032 4.602 5.304 5.958 6.798 7.620 9.450 11.010 14.130
vol0 2.832 4.050 4.632 5.358 6.198 6.942 7.632 9.510 11.112 14.208
voll 2.892 4.110 4.752 5.394 6.300 7.074 7.686 9.858 11.148 14.718
vol2 2.916 4.134 4.758 5.406 6.492 7.164 7.758 9.972 11.322 15.054
)_(170 2.461 3.826 4.526 5.170 5.847 6.595 7.531 9.266 10.869 13.410

S 0.388 0.219 0.140 0.204 0.332 0.378 0.147 0.366 0.264 0.985
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3.1 UV-Vis

En una porfirina desmetalada, el espectro de absorcién estd determinado esencialmente
por los 18 electrones 1 del anillo porfirinico y sus transiciones m—>n* [Adar & Dolphin,
1978; Gouterman & Dolphin, 1978]. Este anillo presenta cuatro bandas en la regién visible
y una banda en la de ultravioleta. La banda que se encuentra en la regién ultravioleta es
llamada banda Soret o B. Las cuatro bandas que se encuentran en la regién visible
(también conocidas como bandas Q) corresponden a una simetria D,;, [Owens &
O’Connor, 1988] (Figura 32).
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Figura 32 Espectro de UV-Vis de DPDME (Deuteroporfirinadimetiléster).

Cuando un metal se coordina al anillo de porfirina la simetria aumenta a D,; debido a la
sustitucion de los dos hidrégenos del pirrol. Esto reduce el numero de bandas en la region
visible de cuatro a dos. La posicidn de estas dos bandas depende del estado de espin del
metal, la basicidad del ligante y el estado de oxidacion del metal. La banda Soret presenta
un hombro debido al acoplamiento electrdnico — vibracional de la banda B del anillo de
porfirina y la vibracién a, 4(d,2) del metal [Owens & O’Connor, 1988] (Figura 33).
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Figura 33 Espectro de UV-Vis de DPDMEFe(lll).
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Las bandas que presentan los espectros de UV-Vis de los compuestos de coordinacién que
se reporta en este trabajo son caracteristicas de este tipo de compuestos: una muy
intensa llamada Soret (380 - 420 nm) y dos bandas Q (500 — 600 nm) que corresponden a
transiciones m—>m* mezclado con transiciones d-d prohibidas por simetria. La aparicién de
las dos bandas Q indica la coordinaciéon del ligante porfirinico al ion Fe(lll). La disminucién
en la intensidad de la absorcién de la banda Soret y el desplazamiento de las bandas Q se
da cuando se coordina axialmente al Fe(lll), a través de los atomos de N de los piridilos del
ligante tpe. Las dos bandas Q son caracteristicas de una simetria distorsionada
dependiendo de la posicidon del ion Fe(lll) arriba del plano de la porfirina de acuerdo con
los calculos tedricos de Zerner [Owens & O’Connor, 1988; Dolphin, 1978; Reyes — Ortega,
1998; Zerner et al., 1966].

En las porfirinas férricas la carga del Fe(lll) esta parcialmente neutralizada con los dos
electrones de los nitruros de los pirroles mas el contraiéon cloruro. El Fe(lll) penta o
hexacoordinado crea una distorsidn axial y es desplazado a lo largo del eje z del plano de
la porfirina a diferentes distancias dependiendo de la fuerza de campo ligante [Owens &
O’Connor, 1988].

El espectro de UV-Vis de [(tpe)(DP)]Fe(lll) en CH3;0H presenta una banda n—n*
caracteristica del ligante tpe en 261 nm, un hombro en 343 nm perteneciente a una banda
de transferencia de carga M—L (metal—ligante), una banda Soret en 390 nm y dos
bandas Q en 487 y 588 nm (Figura 34). Por otra parte, el espectro de UV-Vis en CH;0H de
[(tpe)(MP)]Fe(lll) presenta una banda m—mn* caracteristica del ligante tpe en 260 nm, un
hombro en 353 nm perteneciente a una banda de transferencia de carga M—L, una
banda Soret en 393 nmy dos bandas Q en 468 y 592 nm (Figura 35).
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Figura 34 Espectros de UV—Vis de los compuestos [(Cl)(DP)]Fe(lll) — [(tpe)(DP)]Fe(lll).
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Figura 35 Comparacion de los espectros de UV-Vis de los compuestos [(CI)(MP)]Fe(lll) —
[(tpe)(MP)]Fe(lll).

Ademas, se calculd el AQ como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 29
Posicion de las bandas que presentan los espectros de UV-Vis de los compuestos
[(C)(DP)]Fe(lll) — [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(CI)(MP)]Fe(lll) — [(tpe)(MP)]Fe(lll).

Compuesto tpe Hombro  Soret Q4 Q; AQ
(nm) (nm) (nm) (nm)

[(CI)(DP)]Fe(l) - 344 390 497 586 89
[(tpe)(DP)]Fe(lll) 261 343 390 487 588 101
[(CI)(MP)]Fe(lll) - 351 393 479 589 110
[(tpe)(MP)]Fe(lll) 260 353 393 468 592 124

Como se puede apreciar en la Tabla 29 el aumento del valor de AQ de los compuestos
[(CI)(DP)]JFe(Ill) — [(tpe)(DP)]JFe(lll) de 89 nm a 101 nm sugiere que el compuesto
[(tpe)(DP)]Fe(lll) tiene un mayor caracter de espin 5/2 que 3/2 en la mezcla cuantica del
estado de espin [Reyes — Ortega et al, 1998]. Ademas, el mayor caracter de espin 5/2 nos
sugiere que el hierro se ha desplazado fuera del plano de la porfirina [Maltempo & Moss,
1976]. Los compuestos [(Cl)(MP)JFe(lll) — [(tpe)(MP)]Fe(lll) presentan el mismo

comportamiento.
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3.2IR

Los espectros de IR de [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) se compararon con sus
porfirinas precursoras y el ligante tpe presentando las siguientes bandas (Figura 36):

>~ 2038 A ow N 756
3352 3279 Yo 1595 1570 1437 1032 v,
VO—H VN.H VC=C VN-H c-0
V‘fv
—2839
[(CI)(DP)]Fe(ll1) \ v
/ 2045
3422 »
1% C-H

[(tpe)(DP)]Fe(lll)

/ \ 2949 o N 772
3466 3244 v, 1032 Vv,
VO—H N-H VC—O

— /
[(CI)(MP)]Fe(1l) . S 1m
2922 - 4 \
e v eo /1034
O-H i 1219 Vv
]/l
C-N
~
772

[(tpe)(MP)]Fe(lll)

Figura 36 Espectros de IR, conv en cm™, de los compuestos [DP]Fe(lll) — [(tpe)(DP)]Fe(lll),
[MP]Fe(lll) — [(tpe)(MP)]Fe(lll) y el ligante libre.
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En los espectros de IR de [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) se observan las bandas
caracteristicas del ligante tpe, confirmando la coordinacién de este. Al compararlos con
sus porfirinas precursoras y el ligante tpe hay un cambio en la forma de linea. En la Tabla
30 se resumen las vibraciones moleculares mas importantes observadas de cada
compuesto.

Tabla 30
Posicion de las bandas vibracionales que presentan los espectros de IR de los compuestos
tpe, (CI)(DP)]Fe(lll) — [(tpe)(DP)IFe(lll) y [(CI)(MP)]Fe(lll) — [(tpe)(MP)]Fe(lll).

Compuesto Enlace

P (cm?)
Vo-H VN-H Vc-H Vc=0 Vc-N Vc-o
tpe 3352 3279 2938 2828 1647 1219 1032
[(CI)(DP)]Fe(lll) 3422 - 2945 2839 1636 1219 1016
[(tpe)(DP)]Fe(lll) 3466 3244 2949 2835 1655 1219 1032
[(Cl)(MP)]Fe(ll1) 3418 - 2922 2845 1651 1219 1034
[(tpe)(MP)]Fe(lll) 3462 3267 2949 2835 1653 1219 1032

Las Vo_n, Vc—n Y Ve=o de [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) se desplazaron a mayores
energias en comparacion con las porfirinas precursoras y el ligante tpe, ello indica que
estos enlaces necesitan mayor energia para vibrar y por tanto disminuyd su longitud de
enlace. Las vy_y de [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) se desplazaron a menor energia
en comparacion con el ligante tpe, debido a que estos enlaces necesitan menor energia
para vibrar 'y por tanto aumenté su longitud de enlace. La
Vc_n ho presentd cambios en su posicidn, pero la banda disminuyé en intensidad en
[(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) en comparacion con las porfirinas precursoras, pues
disminuyd la permitividad de esta transicion vibracional. La
Vc_p aumenté en intensidad en [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) en comparacién con
las porfirinas precursoras, indicandonos que aumentd la permitividad de esta transicion
vibracional [Pretsch et al,2009].

3.3 RMN-'H

En la Figura 37 se muestran los espectros de RMN-'H de [(CI)(DP)]Fe(lll) — [(tpe)(DP)]Fe(lll)
y [(CH(MP)]Fe(lll) — [(tpe)(MP)]Fe(lll). En estos espectros podemos localizar las sefiales
correspondientes al hemo—CHs, tpe, a—CH; y meso—H y debido a que no se encontraron
desplazamientos isotrépicos con 6>70 ppm. Ello indica que el compuesto posee ecm
[Boersma & Goff, 1982]. En la Tabla 31 se puede observar que las sefales de
[(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) se desplazaron a menores ppm en comparacién con
sus porfirinas precursoras. Los protones estdn menos afectados por la densidad de espin
gue generan los electrones desapareados del ion Fe(lll) debido a la coordinacién del
ligante tpe.
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Figura 37 Espectros de RMN-'H de los compuestos [(CI)(DP)]Fe(lll) — [(tpe)(DP)]Fe(lll) y
[(CH(MP)]Fe(lll) — [(tpe)(MP)]Fe(lIl).

Estos espectros son tipicos de compuestos paramagnéticos con desplazamientos
isotrépicos de 100 a -100 ppm, las sefiales son anchas debido a la presencia de los
electrones desapareados que proveen mecanismos de relajacion nuclear eficientes y
tiempos relajacién cortos. La zona central es llamada zona diamagnética, estd en el
intervalo de 0 a 10 ppm. En esta zona aparecen los protones que estan menos afectados
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por la densidad de espin que generan los electrones desapareados del ion Fe(lll). Por lo

tanto, no son tan efectivos los mecanismos de relajacién nuclear y las sefiales son mas
agudas [Budd et al, 1979].

Tabla 31
Posicion de los desplazamientos quimicos que presentan los espectros de RMN-1H de los
compuestos (Cl)(DP)]Fe(lll) — [(tpe)(DP)IFe(lll) y [(CI)(MP)]Fe(lll) — [(tpe)(MP)]Fe(ll1).

CHs—hemo a—CH; H-meso
Compuesto
(ppm) (ppm) (ppm)
[(CI)(DP)]Fe(lIl) 53.48,50.99 46.65 40.18,38.11
[(tpe)(DP)]Fe(lIN)O 48.44,47.00 43.03 38.26, 36.76
[(C(MP)]Fe(l11) - 44.19,42.99 37.91, 36.30
[(tpe)(MP)]Fe(lll) - 42.06,40.31 37.17,32.88

3.4 RPE

Se calcularon los valores de g a partir de los espectros de RPE a 90 K en banda X de

[(tpe)(DP)IFe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) comparadndolas con sus porfirinas precursoras como
se muestra en la Figuras 38 y 39.
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Figura 38 Espectros de RPE de los compuestos [(Cl)(DP)]Fe(lll) - [(tpe)(DP)]Fe(lll).
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Figura 39 Espectros de RPE de los compuestos [(CI)(MP)]Fe(lll) - [(tpe)(MP)]Fe(lll).

Los espectros de RPE presentan una simetria axial con pequefia rombicidad ya que los
espectros tienen valores de g, entre 6 y 4 y valores de g, alrededor de 2. Los valores de
gy entre 6 y 4 concuerdan a las especies de Fe(lll) reportadas con mezcla cuantica de
estados de espin 3/2, 5/2 [Maltempo & Moss, 1976].
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Figura 40 Graficas de Maltempo y Moss.
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Ademas, se calcularon los porcentajes de espin 3/2 y 5/2 en las especies cuanticamente
mezcladas de acuerdo con las graficas de Maltempo y Moss (Figura 40) [Maltempo &

Moss, 1976], con los siguientes resultados (Figura 41y 42):
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Figura 41 Porcentajes de espin de los compuestos [(Cl)(DP)]Fe(lll) - [(tpe)(DP)]Fe(lll).
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Figura 42 Porcentajes de espin de los compuestos [(CI)(MP)]Fe(lll) - [(tpe)(MP)]Fe(lll).

La coordinacion del ligante tpe aumenta el porcentaje de espin 5/2 en comparacidn con su
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correspondiente porfirina precursora.

En la Tabla 32 se resumen los resultados de los porcentajes de ecm de las porfirinas

iniciales y de los compuestos coordinados axialmente al tpe:

Tabla 32
Porcentaje de especie A y B calculados a partir de los espectros de RPE de los compuestos

[(C1)(DP)]Fe(lll) — [(tpe)(DP)IFe(lll) y [(CI)(MP)]Fe(lll) — [(tpe)(MP)]Fe(lll).

Compuesto Especies
A B
91% 9%
(CEPNIFe(ith % s = 3/2 %s=5/2 | %s=3/2| %s=5/2
23.56 76.44 89.83 10.17
A B
92% 8%
[(tpe)(DP)IFe(il) %s=3/2 %s=5/2 | %s=3/2 | %s=5/2
1268 87.32 88.90 11.10
A B
[(CI)(MP)]Fe(Ill) 81% 19%
%s=3/2 %s=5/2 %s=3/2 %s=5/2
14.67 85.33 89.82 10.18
A B
85% 15%
[(tpe)(MP)IFe(ill) %s=3/2 %s=5/2 %s=3/2 | %s=5/2
14.65 85.35 91.68 8.32

En la Tabla 33 se resumen los resultados de RPE de las porfirinas iniciales y de los

compuestos coordinados axialmente al tpe [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll).

Tabla 33

Valores de g y porcentaje de especie Ay B calculados a partir de los espectros de RPE de
los compuestos [(CI)(DP)]Fe(lll) — [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(Cl)(MP)]Fe(lll) — [(tpe)(MP)]Fe(lll).

Especie A Especie B % % 1/2
Compuesto (5/2,3/2) (3/2,5/2) Especie | Especie
g, g. g g. A B g
[(Cl)(DP)]IFe(lIl) 2.06 5.55 2.02 4.24 91 9 2.98
[(tpe)(DP)IFe(lll) 2.16 5.76 2.08 4.26 92 8 2.93
[(ClY(MP)]Fe(l) 2.05 5.68 2.03 4.24 81 19 2.98
[(tpe)(MP)]Fe(lll) 2.09 5.72 2.01 4.26 85 15 2.93
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Finalmente, las contribuciones energéticas estan contenidas en el siguiente Hamiltoniano
(Ecuacién 10):

g — P 2 _1 2 _ ¢2 <
H=pH Yg S}+lD[SZ Sf(S +1)] +E(Sf—S3)  (Ecuacién 10)

@ @ ®

en donde, el término @ corresponde a la del Zeeman electroénico, el término @ al
desdoblamiento de campo cero axial y el termino @ al desdoblamiento de campo cero
rdmbico. Ademds, [ es el magnetdn de Bohr, H es el campo magnético aplicada, g es el
factor de desdoblamiento electrdnico, S es el espin electronico, D es el desdoblamiento de
campo cero que surge de la distorsion axial de campo ligantey E es el desdoblamiento de
campo cero que surge de la distorsion rombica de campo ligante [Dowsing & Gibson, 1969;
Pilbrow & Hanson, 1993].

3.5 Prueba cualitativa como antioxidante

El radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) es usado para evaluar la capacidad de las
sustancias de aceptar un electrén y correlacionarlo con la actividad antioxidante de
diversas moléculas. El DPPH estd caracterizado por una sefial con una Amex en 515 nm por
UV-Vis caracteristica de la transicién electrénica del radical, dependiendo del disolvente,
esta molécula facilmente acepta un electrén o un protdn para llegar a ser una molécula
diamagnética [Kedare & Singh, 2011; Baca — Solis, 2016].

Los valores maximos de 29% para [(tpe)(DP)]Fe(lll) y 21% para [(tpe)(MP)]Fe(lll) obtenidos
experimentalmente se deben a las condiciones aerdbicas de reaccion. En condiciones
normales la oxidacion a Fe(lll) es desfavorable [Whittemore & Langmuir, 1972]:
Fe3* + e~ — Fe?t E° =+0.77V

Sin embargo, la oxidacion del Fe(ll) a Fe(lll) es favorable en presencia de oxigeno:

0, + 4H* + 4e~ -» 2H,0 E° = +1.23V
4Fe?* (ac) + 0, (g) + 4H*(ac) — 4Fe3* (ac) +2H,0 () E°=1.23—-0.77=+0.46V
El potencial (E° = +0.46 V) de esta reaccion muestra que la oxidacion del Fe(ll) a Fe(lll)
por el O, es espontanea [Shriver et al, 2014]. En nuestro caso la reaccién que se lleva a
cabo es en sentido contrario:

4Fe3* (ac) + 2H,0 () - 4Fe?* (ac) + 0, (g) + 4H*(ac) E°=1.23—-0.77=—-0.46V

El potencial E° < 0 y por lo tanto AG > 0 de esta reaccion muestra que la reduccién de
Fe(lll) a Fe(ll) por la presencia de O, es no espontanea [Shriver et al, 2014] (Esquema 4).
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Esquema 4 Reaccion general de [(tpe)(DP)]Fe(lll) con DPPH.

3.6 Deteccion de la formacion del radical m-catidnico ferrilo [Por-Fe(IV)=0]*
por UV-Vis y RPE

Se hizo el seguimiento por UV—Vis de la reaccién del compuesto [(tpe)(DP)]Fe(lll) y
[(tpe)(MP)]Fe(lll) con H,0; por 2 horas. Los espectros de UV-Vis muestran un punto
isosbéstico debido a que estan en equilibrio las especies Fe3* - Fe**. La disminucion de la
banda Soret hasta su desapariciéon debido al rompimiento del anillo de porfirina y el
desplazamiento de las bandas Q indica de la formacidn del Compuesto | (radical m-
catidnico ferrilo) [Wariishi & Gold, 1990], como se muestra en las Figuras 23 y Figuras 24.

Ademas, se confirmé la formacién del compuesto | por RPE debido a la aparicién de una
sefal del radical con g = 1.99 y un espectro axial con un valor de g = 4.24 que aumentay
que corresponde a un s = 3/2. Ambas sefales corresponden a la formacion del compuesto
I ({[(tpe)(DP)]IFe(IV)=0}" vy {[(tpe)(MP)]Fe(IV)=0}*). Los espectros de RPE muestran un
aumento en la proporcién de s = 3/2 en las especies con ecm cuando se forma el Fe(lV) en
comparacion con sus porfirinas precursoras [Hernandez — Anzaldo et al, 2016] (Figuras 43
y 44).
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Figura 43 Espectro axial de RPE de {[(tpe)(DP)]Fe(IV)=0}*.

[(tpe)(MP)]Fe(lll) + H,0, — {[(tpe)(MP)IFe(IV)=0}"* + H,0
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Figura 44 Espectro axial de RPE de {[(tpe)(MP)]Fe(IV)=0}*.

Por lo tanto, con base en los espectros de UV-Vis y RPE se propone la siguiente reaccién

(Esquema 5):
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Esquema 5 Reaccion general de [(tpe)(DP)]Fe(lll) con H;0;.

3.7 Cuantificacion de Ky y de k_,;

En este trabajo se utiliza la siguiente ecuacidn para analizar los datos de velocidad inicial
(vy):

+

[{(tpe)(Porfirina)}Fe(lll)], _ Ku,o, 1 1 ( KGuayacol
£ kcar [H202]  keat

E ion 11
[Guayacol]) (Ecuacion 11)

donde [{(tpe)(Porfirina)}Fe(Ill)], es la concentraciéon de los compuestos
[(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) total, v; es la velocidad inicial, Ky,0, ¥ Kguayacol SON
las constantes de Michaelis, y k., es la constante de velocidad tedrica mdaxima. Si
[Guayacol] se mantiene constante, entonces una gréfica de [{(tpe) (Porfirina)}Fe(II)],/
v; contra 1/[H,0,] es una linea recta y para un nuevo valor de [Guayacol] es obtenida
una linea recta paralela. Asi, la cinética de ping—pong es conocida como cinéticas de lineas
paralelas. Las graficas obtenidas usando la Ecuacidon 11 son llamadas gréficas primarias
[Dunford, 1991] (Figura 45 y 46).
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Figura 45 Gréfica primaria para el compuesto [(tpe)(DP)]Fe(lll), n =9-10.
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Figura 46 Grafica primaria para el compuesto [(tpe)(MP)]Fe(lll), n =9-10.

Las intersecciones al eje y de estas lineas rectas paralelas son dadas por

Khn,0 1 1 ,
22 + (Ecuacién 12)
kcat [H202]  Kcat

Intercecto primario =
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La grafica obtenida usando la Ecuacién 12 es llamada grafica secundaria (Figura 47 y 48).

0.00022 [(tpe)(DP)]Fe(ll)

0.00019

y = 2E-07x - 0.0003, R* = 0.8096

0.00016

0.00013

0.00010

Intercepto primario, M s
[

0.00007 . . . . .
1700 1800 1900 2000 2100 2200

1/[Guayacol], M
Figura 47 Grafica secundaria para el compuesto [(tpe)(DP)]Fe(lll).

[(tpe)(MP)]Fe(lll)
» 0.0001 - ®
=
2 0.0001 -
©
E
S -0.0003 A
% y = 8E-07x - 0.0023, R2 = 0.9686
§ -0.0005 -
Q °
C
= -0.0007 . . . . .

2100 2300 2500 2700 2900 3100
1/[Guayacol], M1

Figura 48 Grafica secundaria para el compuesto [(tpe)(MP)]Fe(lIl).

A partir de los valores de intercepto primario de la grafica secundaria obtenidos de la
Ecuacion 11 contra 1/[Guayacol], k¢4t ¥ Ky, 0, pueden ser calculados (Ecuacién 12). Por
lo tanto, usando el valor de k.4, Kguayacol Puede ser obtenido de las pendientes paralelas
obtenidas usando la Ecuacidon 11 [Dunford, 1991]. En la Tabla 34 se presentan los valores
obtenidos para los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll).
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Tabla 34
Constantes de Michaelis — Menten y velocidad maxima tedrica de los compuestos

[(tpe)(DP)IFe(lll) y [(tpe)(MP)IFe(ll).

Compuesto KHZOZ KGuayacol kcat

M M M-ls-l
[(tpe)(DP)IFe(lll) 4.44 x 107 6.67 x 10 3.333x 103
[(tpe)(MP)]Fe(ll) 2.75x 1072 3.48 x 10* 4.34 x 102

Los valores obtenidos de Ky, o, para los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll)
(Tabla 34) indican una baja afinidad por el H,0;. Con base en lo propuesto por Reyes —
Ortega, las constantes de disociacion del complejo ES (enzima — sustrato) son iguales a
Ky,0, si k; es mucho mas pequefa que ks, Ky,o, s una medida de la fuerza del
complejo ES, en este caso k, < kgy Kh,0,, implica que el equilibrio se desplaza hacia la
izquierda, es decir, a la formacién del H,0, (Esquema 6) [Reyes — Ortega, 1998].

H202 H202
ky I k3
—Fe(lll)=— + H,0, —Fe(lll)=— —> —Fe(lV)=—™ + H,0
2
Complejo
ES

Esquema 6 Paso limitante de la velocidad de reaccion.

El mecanismo de reaccion de las peroxidasas propone la coordinacién del H,0, al Fe(lll), en
los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) debe descoordinarse uno de los
piridilos para permitir la coordinacion del H,0; al metal, de acuerdo con el mecanismo
propuesto por Reyes — Ortega [Reyes — Ortega, 1998].

Los valores de Kgyayacol de los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) son mas
pequefios que los de Ky, ,. Esto concuerda con el mecanismo propuesto de la HRP, en
donde una vez que la enzima es oxidada, esta oxida inmediatamente al otro sustrato
(guayacol).

En la Tabla 35 se muestran los valores de Ky, 0,, Kguayacol Y Kcar de algunos compuestos
de coordinacién de la familia porfirina — pinza. Los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll) y
[(tpe)(MP)]Fe(lll) muestran una actividad catalitica menor que los respectivos compuestos
[(picdien)(DP)]Fe(lll) y [(picdien)(MP)]Fe(lll), por lo menos en un orden de magnitud.
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Tabla 35

Constantes de Michaelis — Menten y velocidad maxima tedrica de diferentes compuestos.

. Kuo, K uayacol Ky Especie A Especie B

ompuesto M M M-1s-1 s = ;’; s = ;,;
[(CI)(DP)IFe(1l)? 2.87x107  162x10%4 3.93x103 [23_2;;’5;? 4%] [89.:(;/3 9;{;_2%]
[(tpe)(DP)IFe (1) 444x107  6.67x10% 3333x10° | 12;;:5;/;_3%] [88_9;;'5?1_1%]
[(picdien)(DP)]Fe(lll)? 1x10%  354x10%  905x10° 47;(’5?3%] [7?3’490/;%]
[(picocta)(DP)]Fe(lll)¢ 1.65x 102 3.36x10% 3.58x 102 [8.27‘790;25371%8%] [88.62‘;,.,71310/.04%]
[(picpenta)(DP)]Fe(ll1)d 1.3x 101 43x10* 1.9 x 102 [24;)(,)?6%] [85‘V10(,)01A’5%]
[(picdipropilen)(DP)]Fe(lll)e  4.16x102 1.17x10* 3.15x10? [29>0/Z'07%1%] [86<°/¢E:),O;/Zl%]
[(C)(MP)IFe(lll)? 122x102 9.11x105 1.67x 103 [14_7;1?5.3%] [89.8;?’0.2%]
[(tpe)(MP)]Fe(lll)® 275x102  348x10%  4.34x10° 4.78,,2;23?3%] [91;;;’8? 3%
[(picdien)(MP)]Fe(l1l)2 8.57x102 7.59x10*  4.37x10° [36;??4%] [923(2?%]
[(picocta)(MP)]Fe(lll)® 3.03x102 3.05x10° 1.90x 10? [3,260/70;29710{)8%] [67;02/;’7;? 7%]
[(picpenta)(MP)]Fe(lll)d 4.2 x101 5.3x10* 1.5x 103 [16;(,)?4%] [85;)??5%]
[(picdipropilen)(MP)]Fe(lll)e  2.49x 102 1.36x10* 2.7 x102 [151/3’0;/;%] [gsi/f’oﬁ%]
[(picdien)(PP)]Fe(lll)2 9.10x 10 2.29x10°  7.62x 10° [56:(:/;’4%] [<g<yo7,7:/;2%]
HRPf 1.3 x 101 — 1.78 x 107 — —

a [Reyes — Ortega et al, 1998]

b Este trabajo
c [Arroyo — Abad, 2007]
d [Ledn — Garcia, 2005]

e [Sanchez — Sandoval, 2003]

f [Dolman et al, 1975]

Con base en los estudios cinéticos se propone que el mecanismo de reaccién entre
[(tpe)(DP)]Fe(lll) 6 [(tpe)(MP)]Fe(lll), H,O, y guayacol es un mecanismo del tipo ping—pong,
similar al observado para la HRP. Implica primeramente la formacién del Compuesto | que
posteriormente se transformara en Compuesto Il por reduccion de un electrén vy
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finalmente se reduce el Compuesto |l para obtener los compuestos de partida
[(tpe)(DP)]Fe(lll) o [(tpe)(MP)]Fe(lll).

El mecanismo comienza cuando el N de uno de los grupos piridilo del tpe se descordina
del Fe(lll) permitiendo que reaccione con el H,0,. Uno de los H del H,0; se enlaza al N del
piridilo, provocando que el enlace H-O se rompa heteroliticamente. La formacion del
intermediario Fe(lll)-O-O-H involucra un flujo electréonico desde el piridilo hacia el Fe(lll).
Un O del intermediario Fe(lll)-O-O-H, ataca al H del piridilo. Una molecula de H;O se
desplaza como un buen grupo saliente provocando la ruptura O-0, el flujo electrdnico va
desde el Fe(lll) hacia el piridilo. EI O y el Fe forman un doble enlace produciendo el catidon
radical ferrilo o Compuesto | (Esquema 7).
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Cation radical ferrilo

Esquema 7 Mecanismo propuesto para la formaciéon del Compuesto I.

El Compuesto | reacciona con un equivalente de guayacol. Un grupo basico reacciona con
el guayacol desprotonandolo y éste dona un electrén al O del grupo ferrilo de la porfirina,




forméandose el catidn radical ferrilo o Compuesto Il y el guayacol oxidado. El Compuesto |l
reacciona con otro equivalente de guayacol y con un grupo basico, desprotonandolos para
formar un buen grupo saliente (H;0), reducir el Fe(lV) a Fe(lll) para formar

[(tpe)(DP)]Fe(lll) 6 [(tpe)(MP)]Fe(lll) y obtener los POG debido a la dimerizacion del
guayacol oxidado (Esquema 8).

+
4 electrones -
:0

Cation radical ferrilo

N
O+
guayacol oxidado
Porf-

Catidn ferrilo
B
P
X N

H H
\('j/

N
)
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Porf: ‘0
Cation ferrilo /CH3 \©\
0]
CH
o

guayacol oxidado
Esquema 8 Mecanismo propuesto para la reduccién del Compuesto |l a

[(picdien)(DP)]Fe(lll) y [(picdien)(MP)]Fe(lll).

Pofirina inicial

3




Conclusiones

His170

j‘x-}a Asp247

4.1 Conclusiones

53




4.1 Conclusiones

o Se sintetizaron dos nuevos compuestos modelo de porfirina—pinza [(tpe)(DP)]Fe(lll)
y [(tpe)(MP)]Fe(lll) utilizando como ligantes la deuteroporfirina, la mesoporfirinay el
tpe.

o) La caracterizacion espectroscépica por UV-Vis, IR, RMN-'H y RPE y los resultados
cinéticos de los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) contribuyeron a la
propuesta de sus estructuras probables puesto que estos compuestos se obtuvieron
en disolucion y no hay posibilidad de obtener polvos o un monocristal que pueda ser
estudiado por cristalografia de Rayos-X.

o) Los estudios de RPE arrojaron para los dos compuestos reportados dos especies de
Fe(lll) con ecm, s = 3/2, s = 5/2, siendo la de mayor proporcién las especies que
contiene mayor s =5/2 sobre s =3/2.

o La actividad de [(tpe)(DP)IFe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(llll como peroxidasa fue
desfavorecida por el mayor porcentaje de las especies de ecm con mayor proporcion
del espin 5/2 en la mezcla cuantica de espin, s =5/2,3/2.

o Se determind cualitativamente que los compuestos [(tpe)(DP)]IFe(lll) vy
[(tpe)(MP)]Fe(lll) pueden funcionar como antioxidantes.

o Los valores obtenidos de k ¢ = 3.333 x 103 M1s? para [(tpe)(DP)IFe(lll) y k.ot = 4.34
x 102 M1s1 para [(tpe)(MP)]Fe(lll) son bajos con respecto a la HRP (1.78 x 107 M-1s1),
pero son Utiles como modelos espectroscopicos y cinéticos aproximados de HRP. El
ligante tpe desfavorece la actividad del compuesto [(tpe)(MP)]Fe(lll) en un orden de
magnitud. El compuesto porfirina—pinza [(tpe)(DP)]Fe(lll) tiene la misma actividad
que su porfirina precursora [(Cl)(DP)]Fe(lll). La pinza utilizada no modificd la
actividad catalitica.

o Los compuestos [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [(tpe)(MP)]Fe(lll) son potenciales catalizadores
de reacciones de oxidacién de dobles enlaces o de compuestos hidrocarbonados con
carbonos terciarios.
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Apendice |

Espectros de UV-Vis, IR, RMN-'H Y RPE
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Tablas de datos cinéticos
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Tabla 4
Comportamiento Michaelis — Menten. Variacion de [(tpe)(DP)]Fe(lll) con [H20] y [Guayacol] constantes.

mL Abs [tpeDPFe(lll)], mM Vo, st S
1.2 0.41559 0.01039 2.46100 0.38766
1.4 0.45197 0.01130 3.82550 0.21924
1.6 0.52612 0.01315 4.52550 0.14032
1.8 0.59168 0.01479 5.16950 0.20434
2 0.67782 0.01695 5.84650 0.33212
2.2 0.7233 0.01808 6.59500 0.37791
2.4 0.83728 0.02093 7.53100 0.14679
2.6 0.93153 0.02329 9.26600 0.36611
2.8 1.02263 0.02557 10.86850 | 0.26393
3 1.16504 0.02913 13.41000 | 0.98455
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Tabla 5
Comportamiento Michaelis — Menten. Velocidades iniciales de variacién de [H,0:] con [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [Guayacol] constantes.

[H20:], mM

st 4,575 9.150 13.726 18.301 22.876 27.451 32.026 36.601 41.177 45.752
Vol 1.056 2.484 3.780 4.458 4.386 4.800 5.160 5.886 5.274 7.182
Vo2 1.122 2.484 3.816 4.518 4.398 4.914 5.202 5.910 5.292 7.056
vo3 1.146 2.502 3.828 4.560 4.452 4.986 5.250 5.928 5.562 6.588
vod 1.170 2.676 3.840 4.746 4.488 5.232 5.340 5.958 5.682 6.522
Vo5 1.188 2.928 3.852 4.764 4.500 5.538 5.430 5.982 5.748 6.540
Vo6 1.266 2.952 3.876 4.788 4,932 5.802 5.604 6.054 5.814 6.544
Vo7 1.314 2.982 3.882 4.800 5.010 5.904 5.832 6.090 6.018 6.258
Vo8 1.320 3.018 3.930 4.878 5.064 5.910 5.964 6.138 6.048 6.654
Vo9 1.338 3.246 3.954 4.968 5.070 6.138 5.970 6.156 6.066 6.810
vol0 1.458 3.312 3.960 5.082 5.094 6.204 6.012 6.210 6.114 6.468
voll 1.476 3.324 3.966 5.130 5.190 6.276 6.402 6.420 6.120 6.066
Vvol2 1.572 3.414 4.020 5.142 5.190 9.576 13.674 14.724 11.334 10.746
)_(170 1.286 2.944 3.892 4.820 4.815 5.609 5.651 6.067 5.794 6.608

S 0.158 0.342 0.073 0.232 0.335 0.545 0.410 0.160 0.314 0.320

Datos rechazados por la prueba Q.
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Tabla 6
Comportamiento Michaelis — Menten. Variacion de [H,03] con [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [Guayacol] constantes.

718 L [H20:], M [H202], Mm Vo, st S

10 0.00001 0.00458 4.57516 1.28550 0.15811
20 | 0.00002 0.00915 9.15033 2.94350 0.34239
30 0.00003 0.01373 13.72549 3.89200 0.07314
40 0.00004 0.01830 18.30065 4.81950 0.23230
50 0.00005 0.02288 22.87582 4.81450 0.33489
60 | 0.00006 0.02745 27.45098 5.60945 0.54465
70 | 0.00007 0.03203 32.02614 5.65145 0.40964
80 | 0.00008 0.03660 36.60131 6.06655 0.15955
90 0.00009 0.04118 41.17647 5.79436 0.31443
100 0.0001 0.04575 45.75163 6.60802 0.32023
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Tabla 7
Comportamiento Michaelis — Menten. Velocidades iniciales de variacién de [Guayacol] con [H202] y [(tpe)(DP)]Fe(lll) y constantes.

[Guayacol], mM

st 0.066 0.131 0.196 0.260 0.324 0.388 0.451 0.514 0.576 0.638
Vol 0.108 1.854 2.970 3.816 2.886 5.022 5.298 4.938 5.160 5.976
Vo2 0.210 1.968 3.204 3.870 4.560 5.040 5.322 5.370 5.328 6.378
vo3 0.258 2.004 3.276 4.014 4.584 5.058 5.364 5.376 5.562 6.474
vod 0.300 2.010 3.312 4.314 4.812 5.160 5.412 5.514 5.712 6.510
Vo5 0.300 2.052 3.378 4.314 4.872 5.244 5.664 5.652 5.778 6.696
Vo6 0.306 2.202 3.384 4.374 4.974 5.346 5.796 5.772 6.084 6.828
vo7 0.534 2.244 3.474 4.524 5.070 5.508 5.868 5.856 6.276 6.882
Vo8 0.558 2.316 3.492 4.548 5.100 5.556 5.910 6.276 6.306 6.894
Vo9 0.582 2.334 3.708 4.632 5.106 5.568 6.048 6.318 6.414 7.392
vol0 0.762 2.412 3.714 4.764 5.142 5.634 6.204 7.164 6.510 7.650
voll 0.966 3.072 3.888 5.064 5.238 5.796 6.282 7.338 7.056 8.202
Vol2 1.986 3.090 3.972 6.072 5.616 5.826 6.828 7.416 7.122 9.780
)_(v[) 0.444 2.226 3.481 4.385 5.007 5.397 5.833 6.083 6.109 6.898

S 0.260 0.337 0.293 0.381 0.300 0.291 0.463 0.831 0.627 0.633

Datos rechazados por la prueba Q.
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Tabla 8
Comportamiento Michaelis — Menten. Variacion de [Guayacol] con [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [H202] y constantes.

puL L [Guayacol], M | [Guayacol], mM Vo, s S

10 | 0.00001 0.00007 0.06569 0.44400 0.26010
20 | 0.00002 0.00013 0.13094 2.22600 0.33659
30 | 0.00003 0.00020 0.19578 3.48100 0.29251
40 | 0.00004 0.00026 0.26019 4.38491 0.38058
50 | 0.00005 0.00032 0.32419 5.00673 0.30016
60 | 0.00006 0.00039 0.38778 5.39650 0.29099
70 | 0.00007 0.00045 0.45096 5.83300 0.46291
80 | 0.00008 0.00051 0.51374 6.08250 0.83066
90 | 0.00009 0.00058 0.57611 6.10900 0.62676
100 | 0.0001 0.00064 0.63810 6.89836 0.63299
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Tabla 9
Comportamiento ping-pong. Variacion de [H20;] con [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [0.00007 Guayacol] constantes.

[0.00007 Guayacol], M

[H202], MM

m! 0.011 0.014 0.016 0.018 0.020 0.023
Vol 0.147 0.176 0.225 0.240 0.233 0.261
Vo2 0.165 0.181 0.228 0.244 0.270 0.292
Vo3 0.171 0.202 0.240 0.249 0.273 0.296
vod 0.178 0.206 0.245 0.255 0.278 0.307
Vo5 0.180 0.217 0.248 0.256 0.283 0.309
Vo6 0.182 0.219 0.250 0.262 0.287 0.309
Vo7 0.187 0.220 0.254 0.263 0.289 0.315
Vo8 0.190 0.220 0.256 0.269 0.309 0.317
Vo9 0.191 0.226 0.266 0.269 0.323 0.329
vol0 0.205 0.237 0.285 0.300 0.343 0.352
)_(,,0 0.180 0.210 0.250 0.256 0.289 0.309

S 0.016 0.020 0.018 0.010 0.031 0.024

Datos rechazados por la prueba Q.
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Tabla 10
Comportamiento ping-pong. Variacion de [H,0;] con [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [0.00008 Guayacol] constantes.

[0.00008 Guayacol], M

[H20:], mM

m™ 0.011 0.014 0.016 0.018 0.020 0.023
vol 0.165 0.203 0.223 0.230 0.294 0.295
Vo2 0.172 0.206 0.240 0.265 0.294 0.317
Vo3 0.176 0.210 0.240 0.267 0.300 0.322
vod 0.178 0.211 0.243 0.269 0.302 0.324
Vo5 0.180 0.211 0.250 0.269 0.303 0.332
Vob 0.183 0.211 0.251 0.271 0.309 0.336
Vo7 0.183 0.212 0.252 0.272 0.310 0.341
Vo8 0.186 0.220 0.259 0.280 0.314 0.341
Vo9 0.187 0.224 0.271 0.283 0.321 0.343
Vvol0 0.193 0.229 0.272 0.286 0.329 0.379
Xy, 0.180 0.214 0.250 0.273 0.308 0.328

S 0.008 0.008 0.015 0.007 0.011 0.015

Datos rechazados por la prueba Q.
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Tabla 11
Comportamiento ping-pong. Variacion de [H203] con [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [0.00009 Guayacol] constantes.

[0.00009 Guayacol], M

[H20:], mM

m 0.011 0.014 0.016 0.018 0.020 0.023
vol 0.178 0.208 0.248 0.281 0.305 0.337
Vo2 0.186 0.218 0.252 0.281 0.314 0.343
Vo3 0.194 0.222 0.268 0.283 0.320 0.357
vod 0.195 0.222 0.275 0.288 0.321 0.360
Vo5 0.196 0.230 0.279 0.291 0.323 0.363
Vob 0.197 0.238 0.280 0.308 0.325 0.367
Vo7 0.200 0.243 0.283 0.310 0.337 0.368
vo8 0.205 0.244 0.293 0.318 0.345 0.379
Vo9 0.206 0.258 0.298 0.324 0.349 0.379
vol0 0.216 0.260 0.300 0.337 0.380 0.385
)_(,,0 0.197 0.234 0.277 0.302 0.332 0.364

S 0.010 0.017 0.018 0.020 0.022 0.016
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Tabla 12
Comportamiento ping-pong. Grafica primaria: variacion de [H20,] con [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [0.00007 Guayacol] constantes.

[0.00007 Guayacol], M

ML L [H20:], M| 1/[H;0;], M1 | [{(tpe)(DP)}Fe(lll)]/vo, Ms™ | vo, s |vo, min?
25 | 0.000025 | 0.01138 87.85714 0.00155 10.77480 | 0.17958
30 | 0.000030 | 0.01364 73.33333 0.00132 12.61740 | 0.21029
35 | 0.000035 | 0.01588 62.95918 0.00111 14.97540 | 0.24959
40 | 0.000040 | 0.01812 55.17857 0.00108 15.38532 | 0.25642
45 | 0.000045 | 0.02036 49.12698 0.00096 17.32500 | 0.28875
50 | 0.000050 | 0.02258 44.28571 0.00090 18.52200 | 0.30870
Tabla 13

Comportamiento ping-pong. Grafica primaria: variacion de [H,03] con [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [0.00008 Guayacol] constantes.

[0.00008 Guayacol], M

pL L [H20,], M| 1/[H,0;], M1 | [{(tpe)(DP)}Fe(ll)]/vo, Ms | wvo, s |vo, mint
25 | 0.000025 0.01138 87.85714 0.00154 10.80840 | 0.18014
30 | 0.000030 0.01364 73.33333 0.00130 12.82500 | 0.21375
35 | 0.000035 0.01588 62.95918 0.00111 15.00000 | 0.25000
40 | 0.000040 0.01812 55.17857 0.00102 16.40802 | 0.27347
45 | 0.000045 0.02036 49.12698 0.00090 18.45540 | 0.30759
50 | 0.000050 | 0.02258 4428571 0.00085 19.66200 | 0.32770
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Tabla 14
Comportamiento ping-pong. Grafica primaria: variacion de [H20,] con [(tpe)(DP)]Fe(lll) y [0.00009 Guayacol] constantes.

[0.00009 Guayacol], M

ML L [H20:], M| 1/[H,0;], M | [{(tpe)(DP)}Fe(lll)]/vo, Ms? | wo, s |vo, min?
25 | 0.000025 | 0.01138 87.85714 0.00141 11.83560 | 0.19726
30 | 0.000030 | 0.01364 73.33333 0.00119 14.04480 | 0.23408
35 | 0.000035 | 0.01588 62.95918 0.00100 16.64700 | 0.27745
40 | 0.000040 | 0.01812 55.17857 0.00092 18.12000 | 0.30200
45 | 0.000045 | 0.02036 49.12698 0.00084 19.91100 | 0.33185
50 | 0.000050 | 0.02258 44.28571 0.00076 21.82320 | 0.36372
Tabla 15

Comportamiento ping-pong. Grafica secundaria: intercepto primario vs 1/[Guayacol].

pL L [Guayacol] | 1/[Guayacol] IP

70 | 0.00007 0.00045 2217.48401 0.0002
80 | 0.00008 0.00051 1946.51741 0.0001
90 | 0.00009 0.00058 1735.76562 0.0001
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Tabla 16
Comportamiento Michaelis — Menten. Velocidades iniciales de variacion de [(tpe)(MP)]Fe(lll) con [H20;] y [Guayacol] constantes.

[tpeMPFe(lll)], Mm

st 0.007 0.008 0.009 0.010 0.011 0.012 0.014 0.015 0.016 0.017
vol 1.428 2.418 3.000 3.642 4.686 5.406 6.030 6.618 7.200 7.884
Vo2 1.506 2.544 3.030 3.690 4.728 5.586 6.096 6.762 7.350 7.926
Vo3 1.626 2.646 3.054 3.702 4.770 5.592 6.114 6.840 7.356 8.052
Vol 1.776 2.670 3.126 3.726 4.878 5.622 6.336 6.942 7.506 8.112
Vo5 1.794 2.682 3.138 3.732 5.052 5.682 6.360 6.966 7.578 8.136
Vo6 1.848 2.700 3.192 3.768 5.136 5.700 6.396 6.996 7.608 8.148
vo7 1.866 2.772 3.222 3.852 5.334 5.706 6.402 7.008 7.608 8.178
vo8 1.884 2.880 3.366 3.972 5.340 5.790 6.408 7.044 7.632 8.214
Vo9 1.962 2.904 3.510 4.038 5.352 5.832 6.426 7.044 7.662 8.226
volO0 1.962 2.916 3.522 4.092 5.376 5.838 6.438 7.074 7.674 8.298
voll 2.106 2.964 3.528 4.116 5.382 5.892 6.504 7.116 7.710 8.376
vol2 2.184 3.006 3.588 4.188 5.412 5.964 6.552 7.140 7.746 8.382
‘)_(‘70 1.829 2.759 3.273 3.877 5.121 5.718 6.339 6.963 7.553 8.161

S 0.224 0.180 0.218 0.194 0.285 0.155 0.175 0.153 0.167 0.156

Datos rechazados por la prueba Q.
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Tabla 17
Comportamiento Michaelis — Menten. Variacion de [(tpe)(MP)]Fe(lll) con [H20] y [Guayacol] constantes.

mL Abs [tpeMPFe(lll)], MM | v, s S
12 | 043623 0.00685 1.82850 0.22427
1.4 | 0.50655 0.00795 2.75850 0.17993
1.6 | 0.57187 0.00898 3.27300 0.21776
1.8 | 0.63395 0.00995 3.87650 0.19357
2 0.72863 0.01144 5.12050 0.28531
2.2 | 0.78926 0.01239 5.71750 0.15521
2.4 | 0.86476 0.01358 6.33873 0.17537
2.6 | 0.94098 0.01477 6.96250 0.15324
2.8 | 0.99938 0.01569 7.55250 0.16738
3 1.06202 0.01667 8.16100 0.15614
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Tabla 18
Comportamiento Michaelis — Menten. Velocidades iniciales de variacion de [H,03] con [(tpe)(MP)]Fe(lll) y [Guayacol] constantes.

[H20:], Mm

s?! 12.305 15.495 18.685 21.875 25.065 28.255 31.445 34.635 37.826 41.016
Vol 2.244 3.522 3.594 4.506 4.998 5.544 6.570 6.480 7.734 8.958
Vo2 2.292 3.552 3.660 4.920 5.226 5.976 6.894 6.600 8.340 9.024
vo3 2.304 3.570 4.386 5.760 5.802 6.504 7.175 7.446 8.520 9.282
vod 2.574 3.636 4.728 5.760 5.964 6.534 7.374 7.914 8.604 9.576
Vo5 2.586 3.654 4.800 5.832 6.228 7.194 7.374 8.040 9.180 9.870
vob 2.592 3.738 4.818 5.904 6.276 7.200 7.512 8.430 9.234 10.164
Vo7 2.658 3.744 4.848 5.958 6.414 7.218 7.524 8.742 9.282 10.236
Vo8 2.826 3.756 4.866 6.024 6.828 7.236 7.728 8.778 9.708 10.680
Vo9 2.892 3.798 4.950 6.084 6.936 7.260 8.616 8.844 9.750 10.878
vol0 2.982 3.846 5.052 6.240 7.068 7.410 8.742 8.850 10.116 11.124
voll 3.012 3.888 5.100 6.384 7.158 7.422 8.856 9.324 10.296 11.400
Vvol2 3.072 4.320 5.118 6.570 7.320 7.434 8.934 10.176 10.368 11.628
)_(170 2.670 3.700 4.685 5.835 6.352 6.885 7.775 8.302 9.261 10.235

S 0.291 0.122 0.538 0.611 0.754 0.651 0.809 1.077 0.833 0.918

Datos rechazados por la prueba Q.
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Tabla 19
Comportamiento Michaelis — Menten. Variacion de [H,03] con [(tpe)(MP)]Fe(lll) y [Guayacol] constantes.

718 L [H20:], M [H20:], Mm Vo, st S

27 0.00003 0.01230 12.30469 2.66950 0.29082
34 0.00003 0.01549 15.49479 3.70036 0.12226
41 0.00004 0.01868 18.68490 4.68491 0.53830
48 0.00005 0.02188 21.87500 5.83473 0.61093
55 0.00006 0.02507 25.06510 6.35150 0.75355
62 0.00006 0.02826 28.25521 6.88527 0.65056
69 0.00007 0.03145 31.44531 7.77490 0.80896
76 0.00008 0.03464 34.63542 8.30200 1.07684
83 0.00008 0.03783 37.82552 9.26100 0.83312
90 0.00009 0.04102 41.01563 10.23500 0.91837
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Tabla 20
Comportamiento Michaelis — Menten. Velocidades iniciales de variacidon de [Guayacol] con [H20:] y [(tpe)(MP)]Fe(lll) y constantes.

[Guayacol], mM

st 0.066 0.131 0.196 0.260 0.324 0.388 0.451 0.514 0.576 0.638
Vol 2.622 4.284 4.344 4.788 5.460 5.070 5.706 5.748 6.492 5.796
Vo2 2.850 4.356 4.698 5.094 5.526 5.424 6.258 6.018 6.894 5.976
vo3 2.970 4.374 5.028 5.178 5.604 5.844 6.480 6.108 6.906 6.294
vod 3.060 4.536 5.154 5.244 5.694 5.994 6.516 6.366 6.918 6.318
Vo5 3.264 4.566 5.178 5.382 5.814 6.258 6.558 6.504 6.960 6.876
Vo6 3.378 4.746 5.298 5.412 5.952 6.546 6.570 6.534 7.050 6.924
vo7 3.432 4.902 5.304 5.430 6.090 6.564 6.630 6.546 7.104 6.990
Vo8 3.648 4.956 5.496 5.478 6.114 6.660 6.636 6.612 7.176 7.038
Vo9 3.858 4.962 5.502 5.502 6.288 6.678 6.690 7.122 7.188 7.230
vol0 3.918 4.986 5.646 5.586 6.294 6.822 6.792 7.284 7.596 7.248
voll 4.122 5.100 5.646 5.724 6.684 7.062 6.978 7.542 7.704 7.266
vol2 4.134 5.214 5.724 6.438 6.816 7.278 7.752 8.292 7.776 7.446
)_(170 3.438 4.749 5.252 5.347 6.028 6.350 6.529 6.723 7.147 6.784

S 0.505 0.316 0.411 0.259 0.439 0.658 0.328 0.719 0.377 0.548

Datos rechazados por la prueba Q.
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Tabla 21
Comportamiento Michaelis — Menten. Variacién de [Guayacol] con [(tpe)(MP)]Fe(lll) y [H202] y constantes.

uL L [Guayacol], M | [Guayacol], mM Vo, st S

10 | 0.00001 0.00007 0.06569 3.43800 0.50548
20 | 0.00002 0.00013 0.13094 4.74850 0.31585
30 | 0.00003 0.00020 0.19578 5.25150 0.41085
40 | 0.00004 0.00026 0.26019 5.34709 0.25854
50 | 0.00005 0.00032 0.32419 6.02800 0.43884
60 | 0.00006 0.00039 0.38778 6.35000 0.65823
70 | 0.00007 0.00045 0.45096 6.52855 0.32775
80 | 0.00008 0.00051 0.51374 6.72300 0.71903
90 | 0.00009 0.00058 0.57611 7.14700 0.37656
100 | 0.0001 0.00064 0.63810 6.78350 0.54822

78



Tabla 22
Comportamiento ping-pong. Variacion de [H20;] con [(tpe)(MP)]Fe(lll) y [0.00005 Guayacol] constantes.

[0.00005 Guayacol], M

[H20:], mM

min* 0.014 0.016 0.018 0.020 0.023
vol 0.056 0.072 0.061 0.073 0.086

Vo2 0.057 0.072 0.063 0.074 0.088

vo3 0.057 0.072 0.068 0.082 0.089

vod 0.058 0.074 0.070 0.087 0.090

Vo5 0.061 0.074 0.071 0.089 0.095

Vob 0.061 0.074 0.077 0.090 0.095

Vo7 0.061 0.076 0.077 0.091 0.097

Vo8 0.062 0.079 0.080 0.091 0.097

Vo9 0.063 0.083 0.085 0.092 0.098

vol0 0.063 0.085 0.086 0.093 0.099
X’vo 0.060 0.076 0.074 0.087 0.093
S 0.003 0.005 0.009 0.008 0.005

Datos rechazados por la prueba Q.
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Tabla 23
Comportamiento ping-pong. Variacion de [H20;] con [(tpe)(MP)]Fe(lll) y [0.00006 Guayacol] constantes.

[0.00006 Guayacol], M

[H20:], mM

min 0.014 0.016 0.018 0.020 0.023
Vol 0.051 0.063 0.073 0.083 0.091
Vo2 0.054 0.064 0.077 0.092 0.096
Vo3 0.055 0.066 0.078 0.092 0.098
vod 0.056 0.067 0.079 0.094 0.101
Vo5 0.056 0.067 0.080 0.094 0.101
Vb 0.058 0.067 0.081 0.097 0.101
Vo7 0.058 0.067 0.083 0.098 0.105
Vo8 0.060 0.068 0.084 0.100 0.109
Vo9 0.063 0.073 0.089 0.101 0.111
vol0 0.063 0.080 0.091 0.115 0.129
)_(170 0.057 0.067 0.081 0.095 0.101
S 0.004 0.003 0.005 0.005 0.006

Datos rechazados por la prueba Q.
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Tabla 24
Comportamiento ping-pong. Variacion de [H20;] con [(tpe)(MP)]Fe(lll) y [0.00007 Guayacol] constantes.

[0.00007 Guayacol], M

[H20,], mM

min! 0.014 0.016 0.018 0.020 0.023
vol 0.053 0.069 0.079 0.094 0.099
Vo2 0.062 0.070 0.083 0.094 0.100
Vo3 0.062 0.071 0.083 0.096 0.105
vod 0.063 0.073 0.085 0.098 0.106
Vo5 0.064 0.074 0.085 0.101 0.118
Vob 0.065 0.075 0.086 0.104 0.122
vo7 0.065 0.076 0.090 0.104 0.122
Vo8 0.066 0.077 0.093 0.106 0.126
vo9 0.069 0.078 0.096 0.114 0.128
vol0 0.071 0.084 0.105 0.116 0.135
Xy, 0.065 0.075 0.089 0.103 0.116
S 0.003 0.004 0.008 0.008 0.013

Datos rechazados por la prueba Q.
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Tabla 25
Comportamiento ping-pong. Grafica primaria: variacion de [H20;] con [(tpe)(MP)]Fe(lll) y [0.00005 Guayacol] constantes.

[0.00005 Guayacol], M

pL L [H20,], M | 1/[H;0,], M1 | [{(tpe)(MP)}Fe(ll)]/vo, Ms1| wo,s? Vo, mint

30 | 0.000030 0.01364 73.33333 0.00484 3.4470 0.05745

35 | 0.000035 0.01588 62.95918 0.00416 4.0122 0.06687

40 | 0.000040 0.01812 55.17857 0.00377 4.4244 0.07374

45 | 0.000045 0.02036 49.12698 0.00321 5.2020 0.08670

50 | 0.000050 0.02258 44.28571 0.00298 5.6034 0.09339
Tabla 26

Comportamiento ping-pong. Grafica primaria: variacion de [H,0;] con [(tpe)(MP)]Fe(lll) y [0.00006 Guayacol] constantes.

[0.00006 Guayacol], M

ML L [H20], M | 1/[H.0;], M | [{(tpe)(MP)}Fe(ll)]/vo, Ms™? | wvo, s | vo, min'
30 | 0.000030 0.01364 73.33333 0.00465 3.5892 0.05982
35 | 0.000035 0.01588 62.95918 0.00372 4.4802 0.07467
40 | 0.000040 0.01812 55.17857 0.00342 4.8774 0.08129
45 | 0.000045| 0.02036 49.12698 0.00294 5.6718 | 0.09453
50 | 0.000050 0.02258 44.28571 0.00274 6.0828 0.10138
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Tabla 27
Comportamiento ping-pong. Grafica primaria: variacion de [H20;] con [(tpe)(MP)]Fe(lll) y [0.00007 Guayacol] constantes.

[0.00007 Guayacol], M

pL L [H20,], M | 1/[H;0;], M | [{(tpe)(MP)}Fe(ll)]/vo, Ms? | vo, s | vo, min?

30 | 0.000030 0.01364 73.33333 0.00426 3.9102 0.06517

35 | 0.000035 0.01588 62.95918 0.00366 4.5588 0.07598

40 | 0.000040 0.01812 55.17857 0.00314 5.3142 0.08857

45 | 0.000045 0.02036 49.12698 0.00270 6.1644 0.10274

50 | 0.000050 0.02258 4428571 0.00232 7.2000 0.12000
Tabla 28

Comportamiento ping-pong. Grafica secundaria: intercepto primario vs 1/[Guayacol].

pL L [Guayacol] | 1/[Guayacol] IP

50 | 0.00005 0.00032 3084.577 0.0001
60 | 0.00006 0.00039 2578.773 -0.0002
70 | 0.00007 0.00045 2217.484 -0.0006
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