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NOVOS CATALIZADORES BIOMIMETICOS DE MANGANESO: ESTUDO DA SUA
ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE.

Resumo.

O manganeso é un metal esencial que participa en numerosos procesos
bioléxicos. Esta presente no centro activo ou actua como cofactor de antioxidantes
naturais. Por iso, o uso de complexos de manganeso presenta unha potencial
aplicacién como un modelo biomimético destes encimas antioxidantes. A funcién
destes encimas é neutralizar as especies reactivas de osixeno, fortes oxidantes que
causan o estrés oxidativo, para manter o equilibrio bioléxico e evitar danos
celulares. Estes antioxidantes sintéticos presentan vantaxes fronte aos naturais
debido as suas caracteristicas, como o baixo peso molecular, e ao reducido coste
de producioén, polo que supofen unha alternativa ao seu uso en terapias. Neste
proxecto, sintetizouse un complexo metéalico de manganeso a partir dun ligando
base de Schiff obtido mediante a condensacién de 1,2-diaminopropano e 2-hidroxi-
3-metoxibenzaldehido. A sUa caracterizacion levouse a cabo mediante estudos de
condutividade, espectroscopia IR, espectroscopia Ultravioleta- Visible,
cristalografia de raios X e espectrometria de masas entre outras técnicas.
Realizouse un estudo do seu potencial redox mediante ensaios de voltametria
ciclica. A sua actividade catalitica como antioxidante avaliouse mediante ensaios
de peroxidase, catalase e catecol oxidase. Os estudos demostran a correcta
obtencion do complexo, unha elevada reversibilidade do proceso Mn(ll)/Mn(lll) e
indican unha actividade catalitica alta o que confirma o papel mimético

antioxidante.

Palabras clave: manganeso, antioxidante, complexo metalico, especies reactivas
de osixeno (ROS), catalase, peroxidase, catecol oxidase, biomimético, estrés

oxidativo, base de Schiff.



NUEVOS CATALIZADORES BIOMIMETICOS DE MANGANESO: ESTUDIO DE SU
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

Resumen.

El manganeso es un metal esencial que participa en numerosos procesos
biolégicos. Esta presente en el centro activo o actlia como cofactor de
antioxidantes naturales. Por ello, el uso de complejos de manganeso presenta una
potencial aplicacion como un modelo biomimético de estas encimas
antioxidantes. La funcién de estas enzimas es neutralizar a las especies reactivas
de oxigeno, fuertes oxidantes que causan el estrés oxidativo, para mantener el
equilibrio biolégico y evitar danos celulares. Estos antioxidantes sintéticos
presentan ventajas frente a los naturales debido a sus caracteristicas, como su
bajo peso molecular, y a su reducido coste de produccion, por lo que suponen una
alternativa a su uso en terapias. En este proyecto, se sintetizé un complejo metalico
de manganeso a partir de un ligando base de Schiff obtenido mediante la
condensacion de 1,2-diaminopropano e 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehido. Su
caracterizacion se llevdo a cabo mediante estudios de conductividad,
espectroscopia IR, espectroscopia Ultravioleta- Visible, cristalografia de rayos Xy
espectrometria de masas entre otras técnicas. Se realizé un estudio de su
potencial redox mediante ensayos de voltametria ciclica. Su actividad catalitica
como antioxidante se evalué mediante ensayos de peroxidasa, catalasa y catecol
oxidasa. Los estudios demuestran la correcta obtencion del complejo, una elevada
reversibilidad del proceso Mn(ll)/Mn(lll) e indican una actividad catalitica alta, lo

que confirma su papel mimético antioxidante.

Palabras clave: manganeso, antioxidante, complejo metalico, especies reactivas
de oxigeno (ROS), catalasa, peroxidasa, catecol oxidasa, biomimético, estrés

oxidativo, base de Schiff.



NEW BIOMIMETIC MANGANESE CATALYSTS: STUDY OF THEIR ANTIOXIDANT
ACTIVITY.

Abstract.

Manganese is an esencial metal which participates in numerous biological
processes. It is part of the active site or acts as a cofactor of natural antioxidants.
Hence, the application of manganese complexes shows potencial as an antioxidant
enzyme biomimetic model. The role of these enzymes is to neutralize reactive
oxygen species, which are strong oxidants that cause oxidative stress, in order to
maintain biological balance and avoid cellular damage. These synthetic
antioxidants have advantages comparing them to natural antioxidants because of
their characteristics, such as their low molecular weight and their low production
costs. Therefore, they are an alternative to natural antioxidants therapy. In this
project, we synthesized a metal manganese complex using a base Schiff ligand
obtained by condensation of 1,2-diaminopropane and 2-hydroxy-3-
metoxybenzaldehyde. The complex was characterized by conductivity studies, IR
and ultraviolet — visible espectroscopies, X ray cristallography and mass
spectrometry among other analysis. Its redox potencial was tested by cyclic
voltammetry. Its catalytic antioxidant activity was determined by peroxidase,
catalase and catechol oxidase essays. The studies demonstrate the correct
obtention of the manganosalen complex, a high rate of reversibility for the
Mn(I1)/Mn(lll) process and relevant catalytic activities, which confirm its antioxidant

mimetic role.

Keywords: manganese, antioxidant, metal complex, reactive oxygen species
(ROS), catalase, peroxidase, catechol oxidase, biomimetic, oxidative stress, Schiff

base.



1. Introducion

1.1. Estrés oxidativo e modelos biomiméticos.

Os antioxidantes xogan un papel fundamental nos organismos, protexendo as
células de danos producidos por especies reactivas de osixeno (ROS) e radicais
libres, conecido como estrés oxidativo [1], o cal pode causar diferentes
enfermidades neuroléxicas, como Alzheimer, Parkinson, esclerose lateral
amiotroéfica, e outras doenzas relacionadas co avellentamento [1,4]. A defensa
antioxidante dos organismos componse de especies non encimaticas, como a
vitamina E, a vitamina A ou o glutation [2] e encimas que poden neutralizar 4s ROS,
entre os cales se atopan o catalase e o peroxidase [3], que a través dos procesos
redox poden controlar o nivel de ROS e retrasan o envellecemento celular [4].
Alguns destes encimas presentan manganeso nos seus centros activos ou o
utilizan como cofactor, polo que suxiren o uso de complexos metalicos con
manganeso como un antioxidante biomimético que as segue como modelo

(seméllase en estrutura e reactividade ao centro activo destes encimas) [3,5].

Os complexos sintéticos de baixo peso molecular xorden como modelos
biomiméticos con avantaxes sobre a potencial administraciéon de encimas
antioxidantes nativos, pois estes vense suxeitos a diferentes limitacidons [6] como
pode ser a curta vida media destes encimas, a dificultade para penetrar nas células
debido ao seu alto peso molecular, a antixenicidade ou os altos custes de

producion.

Entre os modelos biomiméticos que se estan a ensaiar destacan os complexos
metalicos da familia manganosalen, con potencial actividade como miméticos da
superoéxido dismutase, glutation peroxidase ou catalase [7-8]. O manganeso € un
elemento cunha abundancia relativamente alta na codia terrestre (0.085 %), coa
particularidade mais sublinable da sia ampla variedade de estados de oxidacion
formais, ainda que usualmente limita a sta aparicion entre Mn?* e Mn’*. Entre estes,
osiéns +2, +3 e +4 son os mais empregados polos sistemas bioloxicos xa que os de
estado de oxidacion mais elevados son altamente oxidantes e desestabilizan aos

ligandos organicos [9].



O manganeso nos estados de oxidacion elevados actiua coma un forte acido de
Lewis, polo que prefire como ligantes doadores bases fortes, tales como hidréxidos
ou oOxidos, do tipo dos alcéxidos, fendxidos e carboxilatos presentes nas cadeas
proteicas. Pero tamén acepta outros doadores non tan fortes, particularmente en

estados de oxidacion inferiores, tal € o caso do nitroxeno ou do xofre.

s

O manganeso é un elemento imprescindible, a sua implicacién esencial na
oxidacién fotosintética da auga xa fora observada por Pirson en 1937 [10] ao
comprobar a perda da capacidade para producir O, polas plantas e algas privadas
deste metal no seu medio de crecemento. A actividade redox do Mn estende a sUa
participacién a outros encimas de sublinable importancia bioléxica, deste xeito
atopamolo na superéxido dismutase, arxinase, catalase, glutatiéon peroxidase,

ribonucleétido reductase, enolase e outros [11].

Os complexos de tipo manganosalen son compostos de coordinaciéon que
incorporan un ligando quelato base de Schiff con, alomenos, un xogo doador
ONNO. Na Figura 1.1 recéllense alguns dos modelos biomiméticos de tipo
manganosalen con actividade antioxidante e relevancia farmacoldxica. Os
ligandos que se incorporan nestes complexos, con atomos doadores osixeno e
nitroxeno, tefien a capacidade de diminuir os potenciais redox do ién metalico ao
coordinarse (E° = 1.51 V para [Mn(H.0)¢]*", un potencial bastante oxidante) e os
complexos resultantes constitlen sistemas axeitados para catalizar diferentes

reaccions redox [12].

Os potenciais redox dos complexos manganosalen poden modificarse segundo se
varien algunhas das caracteristicas dos substituintes dos ligandos. Por exemplo,
0s substituintes alcoxi nos aneis aromaticos, en particular os grupos metoxi ou
etoxi nas posicidns 3 dos aneis, poden diminuir os potenciais redox dos complexos
debido ao caracter doador electrénico deste tipo de substituintes. Deste xeito,
facilitariase a obtencién de estados de oxidacidon mais elevados para o manganeso
durante a actividade encimatica. Na literatura atdopanse complexos manganosalen
que difiren nuns 1000 mV no seu potencial para o proceso Mn(lll)/Mn(ll) [5, 13-15],

convalores que van de -650 mV a +480 mV.
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Figura 1.1. Estruturas dalgins complexos manganosalen (cos acrénimos que
habitualmente se utilizan na literatura para nomealos) con relevancia

farmacoloxica.

Describironse diferentes modelos artificiais de complexos de manganosalen con
efectos neuroprotectores. Raber et al. [16] estudaron a capacidade dun dos
compostos, denominado EUK-207, para mitigar os danos cognitivos inducidos pola
radiacion. Outro complexo de manganosalen, denominado EUK-189 e utilizado por
Levine et al. [17], demostrou a capacidade de corrixir a anormalidade
neurocondutual en ratos con ataxia-telangiectasia. Collins et al. [18] informaron da
prolongacion da supervivencia nun modelo murino de enfermidade pridnica
humana tratado con EUK-189. Outros estudos realizados por Melov et al. [19]
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amosaron o rescate de ratos que carecian da forma mitocondrial da superéxido
dismutase do proceso neurodexenerativo oxidativo mediante o uso de diferentes
complexos de manganosalen. Tamén se informou, por parte de diferentes autores,
que estes compostos presentan efectos beneficiosos na prevencién dos déficits

cognitivos dependentes da idade [3].

1.2. Encima peroxidase.

O encima peroxidase encargase de catalizar a reducién do perdxido, un forte
oxidante, a radicais hidroxilo e iéns hidroxido [20]. Pode eliminar hidroperéxidos
lipidicos que se forman en membranas neuronais con abundantes acidos graxos
poliinsaturados (4cido araquiddnico, acido docosahexaenoico,

eicosapentaenoico) [3].

A peroxidase de manganeso (MnP) é unha proteina glicosilada composta por 357
aminoacidos. Foi descuberta nun fungo, P. Chrysosporium, capaz de degradar a
lignina presente nas paredes celulares [21]. Presenta un grupo hemo
pentacoordinado e dous dominios equivalentes con hélices maiores e menores
dispostas de forma distal e proximal ao grupo hemo, que contenen un atomo de
calcio septacoordinado cada un. O atomo de calcio distal esta ligado a
aminoacidos da cadea (Asp,47, Ser66, Asp64, Gly62, Asp47) e duas moléculas de
auga. Concédelle estabilidade térmica ao encima. O Asp47 forma parte do centro
activo e esta conservado en numerosas peroxidases. A proteina contén cinco
enlaces disulfuro, comuns a outras peroxidases con excepcién do enlace Cys341-
Cys348, que é exclusivo do MnP e estabiliza o extremo carboxilo terminal e o sitio
de unién ao manganeso. O Asp242 forma un enlace de hidréxeno coa His173,
resultando na diminucion do potencial redox do ferro e facilitando a formacion de

intermediarios oxiferril [21].

O peroxidase precisa o Mn(ll) como substrato, que sera oxidado a Mn(lll) e saira do
sitio de unién ao encima formando un complexo cun axente quelante.
Normalmente o quelante é un acido dicarboxilico, como malonato ou oxalato. Este

complexo € un potente oxidante, que oxida aos grupos fendlicos libres do substrato



producindo un radical fenoxi intermediario. Posteriormente, volve ser oxidado polo

Mn(lll) para formar un cation centrado no carbono.

No ciclo catalitico (Figura 1.2), o encima é oxidado polo perdoxido dando lugar ao
composto oxiferril, mentres que o H.O, sera reducido a auga. O Mn(ll) reduce este
intermediario, oxidandose a Mn(lll). Para volver a Mn(ll) oxida a un substrato
fendlico ou aromatico. O segundo intermediario volve reducirse por accion do
Mn(ll), para volver ao estado férrico inicial e continuar o ciclo. En presencia de

peroxido en exceso obtense outro composto en vez do encima inicial.

Encima
nativo H20, L0
Fell » FeV=0[P**]
AH
Mnlll A. AH
A 4
Mri Mn!!
FeIV=O A.
AH Exceso
H,0;
H,0
EellO4>
2

Figura 1.2. Esquema do ciclo catalitico dos peroxidases.

O glutatidon peroxidase é unha clase de peroxidase presente nos humanos que
cataliza a reaccién de oxidacion do glutation a glutation disulfuro, proceso ligado a

reducién do peroxido de hidroxeno a auga [22].

1.3. Encima catalase

O encima catalase cataliza a descomposicion do peroxido de hidréxeno en osixeno

e auga:

2H20292H20+02
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Este proceso é termodinamicamente favorable, pero moi lento en ausencia de

catalizador, o cal resultaria negativo para as células.

O catalase de manganeso, exclusivo de bacterias e arqueas, presenta un centro
activo con dous nucleos de Mn(lll) coordinados con dous osixenos (Mn.0,) no
interior dun dominio composto por 2 a-hélices antiparalelas en espiral [23].
Presenta glutamato e histidina como ligandos e ten unha xeometria octaédrica. Na
sexta posicidon un derivado do disolvente ligase a un dos manganesos. A presencia
de residuos doadores ou aceptores proximos ao sitio activo facilita a transferencia
de proténs entre atomos non adxacentes no complexo e é esencial para unha

catalise eficiente.

+ Hy,O,

- HZO/*

Mn(111),Mn(I11)

Mn(l11),Mn(1ll)

-H,0

" Mn(il),Mn(ll)

“ Mn(l1),Mn(Il) \/

Figura 1.3. Mecanismo da actividade catalase para a desproporcionacion do

peroxido de hidroxeno no Lactobacillus plantarum.

O mecanismo de acciéon (Figura 1.3) baséase na catalise de duas semireacciéns
nas que se reducen duas moléculas de peroxido de hidréxeno a auga e osixeno. Na

primeira fase, unha molécula de perdxido coordinase a un dos manganesos do
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centro catalitico (Mn1) desprazando 4s moléculas do disolvente. O osixeno que a
compon serd oxidado, xerando o diosixeno, mentres que os atomos de manganeso
do centro se reducen a Mn(ll). Tras a saida do diosixeno, unha segunda molécula
de H,O, enlaza co Mn1. Redlcese, rompendo asi o enlace O-O e oxidandose os Mn
a Mn lll tras a protonacion con perda de auga. A volta ao estado inicial permite

continuar o ciclo catalitico [24].

2H,0, > 2H,0+0,
Ha05 + [Mn; (IILI)] > O + [Mny (IL11) + 2H*]
Ho05 + [Mns (IL11) + 2H*] = 2 H,0 + [Mn, (1L, 111)]

O peroxido procede maioritariamente da reaccion catalizada polo superéxido
dismutase, na que o radical superdéxido se converte en peréxido. O perdxido en si
non é unha ROS, pero en presencia de ferro pode dar lugar ao radical hidroxilo, que
é un oxidante moi potente e danoso. Pode participar en diversas rutas de
sinalizacion como segundo mensaxeiro. En cantidades abundantes resulta
negativo e pode relacionarse con cancro, envellecemento e procesos
neurodexenerativos (Alzheimer, Parkinson, Huntington) [25]. Pode atravesar
membranas celulares e causar estrés oxidativo en baixas concentracidons en auga
(a bacterias). Outra fonte de peroxido € a cadea de transporte electronico

mitocondrial do metabolismo aerdbico [25].

1.4. Encima catecol oxidase.

O encima catecol oxidase é unha proteina con actividade catalitica redox que ten a
capacidade de unirse ao osixeno de forma reversible a temperatura ambiente [26].
A cotio preséntase como unha proteina de cobre de tipo 3 e cataliza a oxidacién de
orto-difenois en orto-quinonas xunto coa reducion do osixeno molecular a auga. Na
natureza, as quinonas formadas tenden a autopolimerizarse para xerar un
pigmento polifendlico marrén, a melanina, nun proceso desenado para protexer o

tecido danado contra patéxenos ou insectos [27].
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O catecol oxidase atépase en tecidos de plantas e en crustaceos. O seu peso
molecular varia segundo a especie, ainda que se pode dividir en dous rangos, un
que esta entre 38-45 kDa e outro entre 55-60 kDa [28]. No seu ciclo catalitico (Figura
1.4) comeza no estado nativo do encima Cu(ll)-Cu(ll), que reacciona cun
equivalente de catecol, dando lugar a formacion da quinona e a forma reducida do
encima Cu(l)-Cu(l). A continuacién, unha molécula de diosixeno enlazase ao centro
activo desprazando unha molécula de disolvente unida ao Cu'A, este diosixeno
pasara a actuar como ligando ponte entre os dous centros metalicos a8 vez que se
coordina unha segunda molécula de catecol. Neste modelo, CuB pasara a unha
hexacoordinacion mentres o CuA mantén a xeometria piramide tetragonal, con
diosixeno, His88 e His118 nas posiciéns ecuatoriais, His109 nunha das posiciéns
axiais e cunha vacante na sexta posicion de coordinacién. O ciclo péchase coa
transferencia de dous electréns do substrato ao perdéxido, rotura do enlace O-0,
perda da auga e a formacion do produto da quinona e a recuperacion da forma

nativa do encima Cu(ll)-Cu(ll).

.{::" \ _ OH
¢ ano 2
Nuis
0 (o] EA Niuis OH
| e cu'A (._Cu“B W "‘.
/ _ s / R g Njpe >
[ S o Ny T N
N K HIS
/ HiS \\.:‘"- H
.— \ ,/",'_T\
2H - V7R \ /f \
f - \ HO —
"‘ HO " | \\’ /
Nyis Nuis
S 0 O _Nus \ O Nigs
\ - [ gt \ 1l
Vi ~ i g CU“A S _..CU 8
Neyis™ CU A ~ ___Cu\l\?..-_‘_ N Nuis L e Noie
s 0 \ s / H HIS
Nuis Nyuis Nuis HIS
T.l
HO + H' .\ f—
\ Nus.  H,0 Neys A
"g o \ / i e : f
| _—~CuA Cu'B. {
X! Nias \ N N
0, + "'::f ,{j}"# Niis IN-u '\ \'
I 4
HO OH o "O

Figura 1.4. Ciclo catalitico do catecol oxidase da Ipomoea batatas. Duas

moléculas de catecol son oxidadas, un proceso ligado coa reducidon de osixeno

molecular a auga.
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Ainda que nos catecol oxidases naturais o i6n metalico do centro activo é cobre,
ténense desenvolto modelos artificiais que reproducen a quimica redox deste tipo

de encimas con outros ions metalicos, como pode ser o manganeso [29-30].
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2. Obxectivos.

O obxectivo principal do proxecto € o desenvolvemento dun novo modelo de
catalizador biomimeético para diferentes procesos redox e a determinacion da sua
actividade en diferentes ensaios como mimético de distintos encimas. Para elo

establécense os seguintes obxectivos especificos:

-Sintese e caracterizacidon por diferentes técnicas dun novo complexo de
manganeso con potencial capacidade como modelo de distintos encimas

redox.
-Determinacidon da actividade redox do complexo obtido.

-Avaliacion da actividade peroxidase, catalase e catecol oxidase do complexo

obtivo.

-Avaliacion da cinética da reaccion como mimético da catecol oxidase para

determinar as Kqps € a Ky do proceso catalitico.

15



3. Material e Métodos.

3.1. Disolventes e reactivos.

Os disolventes utilizados son:

- Acetonitrilo (CH;CN) : D = 0,786 g/cm?, Mm = 41, 05 g/mol. Pureza: 99,9%. Marca:
Scharlau. Empregado como disolvente en probas de solubilidade e en

recristalizacions.

- Cloroformo deuterado (CDCl;). Mm = 120,38 g/mol. Pureza: 99.8%. Marca:

Aldrich. Empregado como disolvente para o rexistro dos espectros de RMN de 'H.

- Dimetilformamida (CsH;NO): D = 0,948 g/cm?3, Mm = 73,10 g/mol. Pureza: 99,8%.

Marca: Panreac. Empregado como disolvente en probas de solubilidade.

- Dimetilsulféxido (DMSO) (C,HsOS): D = 1,10 g/cm?3, Mm = 78,13 g/mol. Pureza:
99,9%. Marca: Scharlau. Empregado como disolvente en probas de solubilidade e

nos estudos de voltametria ciclica.

- Etanol (CH;CH,OH): D = 0,79 g/cm?3, Mm = 46, 07 g/mol. Pureza: 99,5%. Marca:
Panreac. Empregado como disolvente en probas de solubilidade, en ensaios de

actividade catalitica e en recristalizacions.

. Eter dietilico (C2HsOC,Hs): D = 0,715 g/cm?3, Mm =74,12 g/mol. Pureza: 99,5%.

Marca: Panreac. Empregado como disolvente no lavado dos compostos.

- Metanol (CH;OH): D = 0,79 g/cm?3, Mm = 32,04 g/mol. Pureza: 98%. Marca:
Scharlau. Empregado como disolvente na sintese do complexo metalico, en probas

de solubilidade, en ensaios de actividade catalitica e en recristalizacions.

- Triclorometano (CHCLs): D = 1,48 g/cm?®, Mm = 119,38 g/mol. Pureza: 99%. Marca:

Panreac. Empregado como disolvente na sintese da base de Schiff.
Os reactivos usados son:

- Acetato de Mn (ll) tetrahidratado (CsHsMnO4-4H,0): Estado sélido. Mm = 245,09
g/mol. Pureza: 99%. Marca: Fluka.

- Argon: Estado gasoso. Pureza: 99,999%. Marca: Praxair.
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- Perclorato de tetraetilamonio (CgH20CINO,): Estado sdélido. Mm = 229,70 g/mol.

Pureza: 99%. Marca: Fluka.

- Peréxido de hidréxeno 30 % (H,0,): Estado liquido. D = 1,11 g/cm?®, Mm = 34,01

g/mol. Marca: Panreac.

- Sal diamoénica do acido 2,2’- azinobis-(3- etilbenzotiazolin-6-sulféonico) (ABTS)

(C1sH24NsO6S4): Estado sélido. Mm = 348,68 g/mol. Pureza: 99%. Marca: Fluka.

- 1,2 —diaminopropano (CH;CH(NH,)CH.NH,): Estado liquido. D = 0,870 g/cm?, Mm
=74,13 g/mol. Pureza: 99%. Marca: Aldrich.

- 2 - hidroxi — 3 — metoxibenzaldehido (CsHsO3): Estado sélido. Mm = 152,15 g/mol.
Pureza: 97%. Marca: Aldrich.

- 3,5-Di-tert-butil - catecol (DTBC) ([(CH3)sC].CsH»-1,2-(OH).): Estado sélido. Mm
=222,32 g/mol. Pureza: 98%. Marca: Sigma-Aldrich.

3.2. Sintese de compostos.

3.2.1. Sintese do ligando.

A base de Schiff H,L obtense condensando un salicilaldehido e etilendiamina para
dar N,N-bis(salicilideno)etilendiamina. Neste caso, os reactivos utilizados son o

1,2-diaminopropano e o 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehido.

A I

0 )~
Pésanse 0,70 g de 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (4,60 mmol) nunha balanza e
disélvense nun balén con 50 mL de triclorometano. Engadense 0,196 mL (196 pL,
2,30 mmol) de 1,2-diaminopropano e obsérvase un cambio de cor a amarelo
intenso. O balén ponse en refluxo cun Dean - Stark, con calor e axitacién durante
duas horas. Para facilitar a transmisién de calor, tapase o baldén con papel de

aluminio e colécase nun soporte metalico. Deste xeito, retirase a auga formada na

reaccion de sintese e favorécese o proceso.
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Unha vez a columna do Dean - Stark esta chea, aproximadamente aos 40 minutos,
desbdtase o contido. Unha hora e media despois, obsérvase unha gota na columna
que se corresponde coa auga, que foi arrastrada polo cloroformo ao evaporarse.
Vélvese baleirar a columna. Hai que ter en conta que debe permanecer disolvente

no balén durante todo o proceso.

Posteriormente, evapdrase o cloroformo remanente no rotavapor e obtense un
sélido amarelo. Filtrase ao baleiro. Para axudar a retirar os restos da parede do
baléon engadese o éter dietilico. O produto seco recéllese nun recipiente
etiquetado. O peso do ligando obtido é de 0,694 g, supofiendo un rendemento do

88%.

3.2.2. Sintese do complexo metalico MnL(OAc)(H:0).

Para sintetizar o complexo metalico, pésanse 0,40 g (1,168 mmol) do ligando e
disélvense en 40 mL de metanol en axitacién nun vaso de precipitados. Pésanse
0,286 g (1,168 mmol) de acetato de Mn (ll) tetrahidratado, que se engaden no vaso
de precipitados en axitacién unhavez o ligando estea disolto. Obsérvase un cambio
de cor amarela a marrén rapidamente. Mantense en axitacion durante duas horas.

YO

07 o~ o~ C|) o~
OH HO o} O
\
@ )@ +  Mn(CH:COO), * 4 HHO —— = /Mn\/l
_N: N= =N N=

H,0

Ao remate das duas horas, filtrase ao baleiro e o liquido filtrado bétase nun

cristalizador. Asi evaporase o disolvente e o produto precipita.

Pasados uns dias, lavase o cristalizador con éter dietilico e filtrase de novo ao
baleiro. O sélido seco pésase e gardase nun recipiente etiquetado. O seu peso é de

0,5317 g, supofiendo un rendemento do 92,83%.

O complexo recristalizase en diferentes disolventes (dimetilformamida, metanol,
etanol e acetonitrilo) co obxectivo de obter cristais axeitados para realizar estudos

de cristalografia mediante difraccion de raios X.
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3.3. Técnicas experimentais.

3.3.1. Analise elemental.

Con esta técnica determinanse as porcentaxes de carbono, hidréxeno e nitroxeno
do complexo preparado, para intentar establecer unha férmula tedrica que se
axuste aos datos experimentais. Esta técnica de anélise realizase nun analizador

Carlo Erba Model 1108 CHNS-O.

3.3.2. Determinacion dos puntos de fusion.

Séguese o método dos tubos capilares, nos que se introduce unha pouca mostra
de ligando e de complexo. O tubo capilar introdicese no equipo GallemKamp,
modelo MPD350.BM3.5, no que atemperatura vai aumentando paulatinamente ata
que o produto se funde. O valor obtido para cada composto pdédese comparar cos

rexistros bibliograficos.

3.3.3. Medidas espectrofotométricas no infravermello.

Os espectros infravermellos do ligando e complexo midense nun
espectrofotémetro JASCO FT/IR — 4600 na rexién comprendida entre os 4000 e os
400 cm™. As intensidades das bandas asignanse da seguinte maneira: d= débil, m=

media, f=forte e mf= moi forte.

3.3.4. Medidas da condutividade.

Para a analise da condutividade eléctrica do complexo utilizanse disolucions do
complexo en auga destilada, metanol, etanol e DMSO cunha concentraciéon de
1-10° M. O equipo usado é o condutivimetro CRISON EC-METER GLP31+. Tras
calibrar o instrumento con disolucidns calibradoras introducese o electrodo na
disolucién co complexo e realizase a medida. E necesario que nos disolventes

usados o complexo sexa soluble.
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3.3.5 Espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear.

Os espectros de resonancia magnética nuclear de 'H rexistranse nun
espectrometro Bruker DRX-500. As mostras son disoltas en cloroformo deuterado,

empregando TMS como referencia interna.

3.3.6. Espectroscopia Ultravioleta - Visible (UV-vis).

Os espectros realizanse nun espectrofotdmetro Varian modelo Cary 50.
Rexistranse os espectros do ligando e do complexo en disoluciéns 1-10°Me 1-10*
M, respectivamente, en etanol e metanol nun rango de 280 a 900 nm. Esta técnica
tamén se utiliza para determinar a estabilidade do complexo en diferentes
disolventes e para os estudos de actividade peroxidase e catecol oxidase. Para
medir a estabilidade do complexo, realizanse espectros durante unha hora cada 5
min. As concentracidns son as xa indicadas para evitar que se sature e que estea

por enriba do limite de detencién.

3.3.7. Espectrometria de masas.

O espectro de masas electrospray realizouse nun aparato Micromass Autospec
con alcol 3-nitrobencilico como matriz.

3.3.8. Cristalografia de Raios X.

Para a resolucion cristalina de MnL(OAc)(H.0) utilizase un difractometro Bruker
APPEX-Il CCD que utiliza radiacién Mo-Ka (A = 0.7107 A) a 100 K. Os datos
informaticos e a reducion realizanse co software Bruker SAINT (Bruker AXS GmbH,
Karlsruhe, Alemafa) [31] e a correccion de absorcidn empirica co programa

SADABS [32].

A estrutura resélvese mediante SIR-97 [33] e refinase mediante técnicas de
minimos cadrados de matriz completa F2 usando SHELXL-97 [34]. Os parametros
de desprazamento atdmico posicional e anisotrépico son refinados para todos os
heteroatomos. As posiciéns dos atomos de hidréxeno incliense no modelo por
densidade electrdnica e refinanse isotrépicamente. As estruturas represéntanse

co programa Mercury [35].
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3.3.9. Estudo da voltametria ciclica.

O comportamento redox do complexo metélico estidase mediante experimentos
de voltametria ciclica empregando un potenciostato Metrohm Autolab PGSTAT101
cunha configuracién de tres electrodos nunha disolucion do complexo de
concentraciéon 10 M en dimetilsulféxido (DMSO) e perclorato de tetrabutilamonio
como electrélito condutor. O electrodo de traballo utilizado € o modelo Metrohm
6.1204.000 de disco de grafito, como electrodo de referencia usase un Metrohm
6.0728.000 de Ag/AgClen KCL3M, mentres que como electrodo auxiliar utilizase un
fio de platino. As disoluciéns son desosixenadas antes de cada experimento
burbulleando argon. O electrodo de disco de grafito pulese antes de cada
experimento cun kit de pulido (Metrohm 6.2802.010), primeiro con a-AlLOs e
posteriormente lavase con auga destilada. Rexistranse os voltamogramas a

diferentes velocidades de varrido.

PGSTAT101 O

1/0

Figura 3.1. Potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT101 (esquerda) e

electrodos (dereita).
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3.4. Estudos de actividade mimética de diferentes encimas antioxidantes.

3.4.1. Estudo da actividade catalitica como peroxidase.

Determinase a capacidade do complexo de manganeso para catalizar a

descomposicion do peroxido de hidroxeno en auga e osixeno. Como indicador

emprégase o ABTS, que sera oxidado a ABTS™ conforme avance a reaccion. O

radical ABTS™ é de cor verde e absorbe no espectro ultravioleta — visible,
presentando catro bandas de absorcidn caracteristicas, tres pouco intensas a 650,

735 e 815 nm, e unha mais intensa a 415 nm. A reaccién monitorizase, polo tanto

no espectrofotometro Cary 50.

"038 S S SOz H,0, "03S s s SO5
N>=N"N=< ﬁ - M=N-N=( i©/
) N catalizador N+ N
L o L

ABTS ABTS -+

Para realizar este estudo bétanse nunha cubeta 0,05 mL dunha disolucién 0,009M
de ABTS en auga destilada (4,50-107 moles), 0,01 mL dunha disolucién 1-10° M do
complexo en metanol (1-10® moles) e 3 mL de auga destilada. Posteriormente,
engadense 0,05 mL do H,O, cunha concentracién de 10 M (5-10* moles),
adquirindo unha cor verde a disolucion, e iniciase a medicién. Midese cada 10s

durante 5 min.

Previamente, rexistranse dous brancos seguindo o proceso descrito
anteriormente. Neste caso, introducese nunha cubeta 50 pL dunha disolucidn
acuosa de ABTS 0,009 M, 0,05 mL de H,0, 10 M e 3 mL de auga destilada, sen que
se observe ningunha variacion na cor. Tamén se realiza outra medida introducindo
na cubeta 0,05 ml da disolucién acuosa de ABTS 0,009M, 0,01 ml da disolucién
metandlica 10° M do complexo e 3 ml de auga destilada, sen que se produza

ningunha actividade catalitica.

Séguese o mesmo procedemento para realizar o estudo en etanol.
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3.4.2. Estudo da actividade catalitica como catalase.

Para medir a actividade catalase é preciso facer unha montaxe experimental, a cal
consta dunha probeta graduada de 10 mL onde se introducen 3 mL da disolucidn
do complexo 102 M (3-10° mol) e unha barra axitadora, sélase a probeta cun tapén
séptum o cal se cubre cun film e graxa para que non haxa ningunha posibilidade de
perda de gas e ponse sobre unha placa magnética a axitar. Cando a probeta estea
ben selada, conéctase a unha probeta graduada invertida de 25 mL que se

introduce nun cristalizador con auga no limite da auga.

A catalise comeza coa introducion dunha disolucién de H,O, (1mL, 2,5 M) cunha
xiringa na probeta que contén o complexo (a través do séptum) e que esta inserida

nun capilar que ten o outro extremo introducido na probeta invertida.

Unha vez inxectado o perdxido, cobrese de graxa e con filme para que quede
perfectamente selado. Durante este proceso a disolucién estd cunha axitacion
constante e vaise medindo cada 2 minutos a evolucion do diosixeno de maneira
volumétrica. A medicidn de osixeno pdédese facer cada 5 minutos a partir do minuto

10 e mantense ata os 45 minutos.

_//—\\ Tubo condutor do osixeno gas

—

—_

(™

Probeta coa disolucién
do complexo de Mn

Probeta para a medicion do gas

oo

— R
‘ Axitador magnético

Cristalizador |

Figura 3.2. Montaxe empregada no estudo da actividade catalase.
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3.4.3. Estudo da actividade catalitica como catecol oxidase.

Para avaliar a actividade tipo catecol oxidase do complexo emprégase 3,5-DTBC
(3,5-ditert-butilcatecol) como substrato, que sera oxidado a o-quinona (3,5-DTBQ),
e unha disolucion de complexo en metanol. O 3,5- DTBQ presenta un pico maximo

de absorcion a 401 nm en metanol [36-37].

O catalizador 0
OH O
112 O, H,O
3,5-DTBC 3,5-DTBQ

Preparanse disolucions metanélicas do complexo (1-10* M) e de 3,5-DTBC (1-10?
M) que se introducen na cubeta en distintas proporcidéns segundo corresponda,
pararealizara medidaa 100, 200, 500 e 1000 equivalentes. Areaccidn monitorizase
por espectroscopia UV- visible no espectrofotdmetro Cary 50 nun rango entre 300

e 800 nm. Midese durante 130 minutos cada 5 minutos.
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4. Resultados e Discusion.

4.1. Sintese e caracterizacion dos compostos.

4.1.1. Sintese e caracterizacion de H.L.

A base de Schiff H,L foi obtida como se describe no apartado 3.1 desta memoria.
Tratase dun composto organico que xa fora previamente sintetizado e
caracterizado no seo do grupo de investigacion no que se realizou este traballo fin
de grao [38-39], polo que, neste TFG, unha vez realizada a sUa sintese de novo, s6
se comprobou a sua formacion e pureza mediante a determinaciéon do seu punto
de fusién (136,7 °C) e coa realizacion dos espectros IR e de RMN de 'H. Os

resultados obtidos mediante estas técnicas confirman a obtencién do composto.

Enrelacidn coa espectrospia infravermella (Figura 4.1) hai que resaltar a formacion
da banda debida & tensiéon do grupo C=N que se sitla a 1626 cm™ e a banda
correspondente ao grupo C-O a 1251 cm™'. A posicién destas bandas coincide coa

xa descrita na bibliografia [38-39].

S v e G s ~"/1,‘"'“‘~-"m«““f'r'\“ﬁ.‘ M f
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Wavenumber [cm-1]

Figura 4.1. Espectro infravermello do ligando H>L.

En canto & espectroscopia de RMN de 'H, identificase no espectro (Figura 4.2) a
formacion do enlace imino (He na Figura 4.3) coa aparicidon de dous sinais singuleto
a8,54e 8,57 ppm. Arazén destes dous sinais explicase pola asimetria do composto

que provoca que os dous protédns iminicos non sexan exactamente equivalentes
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[38,40]. No espectro tamén se comproba que se produciu a condensacién entre o
aldehido e a amina pola desaparacidn dos sinais dos seus proténs caracteristicos

a10a 11 ppm respectivamente.

mb3ANAG-L1-PROTON_01

4)‘; L L LL; _ U ,J 1 LV‘;OU

s
T
7

1.05=
1753
1923

T T T T T T T T
5 14 13 12 11 10 9 8 6
f1 (ppm)

Figura 4.2. Espectro de RMN de "H do ligando H-L.

Outros sinais do espectro de RMN de "H son:

-Un singuleto ancho a 13,56 ppm correspondente aos hidréxenos fenélicos (Hg). O
comportamento deste sinal é en parte debido aos intercambios cos proténs do

disolvente.

-Un dupleto cunha constante de ligamento moi pequena a 1,32-1,34 ppm, que

corresponde aos hidroxenos do grupo metilo indicados como Hg na Figura 4.3.

-Un multipleto, que non aparece ben definido, a 3,78-3,88 ppm correspondente a

Hc que se liga cos Hg de CH; dando un cuarteto e cos Hp xerando un triplete.

-Un dupleto no entorno de 3,78-3,88 ppm, que non aparece ben definido,

correspondente aos Hp que se ligan co He.

-Un singuleto a 3,75 ppm correspondente aos Ha.
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-Os protdns aromaticos Hr aparecen entre 6,76-7,04 ppm en forma de triplete a

6,87 ppm e dous dupletos a 6,99 e 7,02 ppm.

CH3
/ Ha O/ Fin
Hg He
OH HO
HF HF
He He
N N
He He He He
Hc
Hp
H3C
Hg

Figura 4.3. Estrutura de H-L resaltando os diferentes tipos de protdns que se

discuten na espectroscopia de RMN de "H.

4.1.2. Sintese e caracterizacion do complexo metalico.

4.1.2.1. Analise elemental, punto de fusién, solubilidade e condutividade.

O complexo metalico foi caracterizado por distintas técnicas experimentais. Os
resultados de analise elemental foron %C, 52,9; % N, 5,9; % H, 5,2, e son
coherentes cunha formulacion MnL(OAc)(H.O), con datos tedricos para CaiHas
MnN:O; (472,4 g/mol): % C, 53,4; % N, 5,9; % H, 5,3. Esta féormula implica a
formacion dun composto neutro, o cal esta en concordancia coas medidas de
condutividade obtidas en diferentes disolventes (Taboa 4.1), que indican unha

natureza de non electrolito para este composto [41].

Disolvente Medida da condutividade
(S /cm)

Metanol 62,35

Etanol 26,50

DMSO 19,00

Taboa 4.1. Medidas de condutividades para disolucions 103 M do complexo

MnL(OAc)(H-0) en diferentes disolventes.
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O punto de fusién do complexo é superior aos 300°C. O complexo presenta boa
solubilidade en todos os disolventes. Non é necesario axitar para facilitar a sda
disolucién. Ainda asi, é mais soluble na dimetilformamida. Ordenando por

solubilidade nos disolventes quedaria: dimetilformamida > metanol> etanol>auga

> acetonitrilo.

4.1.2.2. Espectroscopia infravermella.
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Figura 4.4. Espectro infravermello do complexo metalico MnL(OAc)(H:0).

As rexions mais Utiles do espectro infravermello (Figura 4.4) son aquelas que se ven
afectadas pola interaccidon entre a base de Schiff e 0 manganeso. Do estudo

comparativo entre o espectro do ligando e do complexo debemos sublifiar:

a) Pdédese observar unha banda ancha na rexion de 3400 cm™ que indica a
presenza de molécula de auga no complexo.
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b) Abanda asignada avibraciéon v(C=N) aparece desprazada no complexo uns
8 cm™ cara a numeros de onda mais baixo, ao pasarde 1626 cm™ do ligando
libre 21618 cm™ no complexo. Este feito confirma a coordinacién do ligando
ao metal a través do nitréxeno iminico [42].

c) O modo de tensién v(C-O) aparece no complexo a 1252 cm™ e atdpase
desprazado a un valor lixeiramente mais alto con respecto ao ligando libre,
0 que se interpreta como que o metal se enlaza ao osixeno fendlico [39].

d) Aparecen duas novas bandas con respecto ao ligando libre, a 1549 e 1395
cm™, que poden asignarse aos modos asimétrico e simétrico de estiramento

do grupo acetato [43].

4.1.2.3. Espectroscopia ultravioleta-visible.

O espectro electréonico do complexo metélico (Figura 4.5) é coherente co previsto
para un complexo de Mn(lll), sistema d*, nun contorno octaédrico de alto espin que
probablemente sofra unha distorsién Jahn-Teller. Obsérvase certo desdobramento
da banda a 310-335 nm que pode ser causada por unha reducién na simetria (de
Oh a D4h). Unha banda ancha a 440 nm atribliese a un proceso de transferencia de

carga do fenonato ao Mn(lll) [44].
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S
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Figura 4.5. Espectro UV-Vis do complexo metédlico MnL(OAc)(H-0) 10*M en
metanol.
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Non se observan cambios no espectro UV-Vis ao longo do tempo polo que

podemos concluir que o complexo é estable.

4.1.2.4. Espectrometria de masas.

A espectrometria de masas ESI-MS (Figura 4.6) confirma a coordinacién do ién

metalico & base de Schiff cun pico a 395 m/z que corresponde con [MnL]".

the-.fs. +MS, 4 2min, #05, Background Subtracted (#41-45)
x10
1.24 1+

2850
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0.2 835.1

0.0 . bt r T v v T + y v y g
200 400 60K 800 100 1200 1400 1600 1800 m/z

Figura 4.6. Espectro ESI-MS do complexo metalico MnL(OAc)(H-0).
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4.1.2.5. Cristalografia de Raios X.

Durante o proceso de recristalizacién do complexo metalico obtéfense cristais
aptos para a sua resolucién por difraccion de Raios X. Tanto a toma de datos
cristalograficos como a stia resolucién realizouse no servizo de raios X da Area de
Infraestruturas de Investigacion da USC, utilizando un difractometro BRUKER
APPEX-1I CCD cunha radiacién Mo-Ka a unha temperatura de 100 K. A taboa 4.2

recolle os datos cristalograficos e os detalles experimentais desta técnica.

Férmula empirica

C21 Has Mn N, O5

Peso molecular

472,37 g/mol

Lonxitude de onda 0,71073 A
Sistema Cristalino Triclinico
Grupo espacial P-1

Dimensions da cela unidade

[

a=10,7473(5) A o= 94,662(3)°
b=11,7269 (5)A B=97,797 (2)°
c=11,9782(5)A y=104,131(2)°

Volume 2442,18(12) A3
Z 4
Densidade (calculada) 1,410 Mg/m3
Coeficiente de absorcion 0,684 mm-1
F(000) 524
Reflexions tomadas 25222
Reflexidons independentes 6512

indices R Finais

R1=0,0383, wR2 =0,141

indices R (todos os datos)

R1=0,0641, wR2=10,143

Amplitude de varrido

1,86 a 25,65°

Taboa 4.2. Datos cristalograficos do complexo [MnL(CH;COOQO)(H-0)].




Como se observa na figura 4.7, no complexo o Mn(lll) presenta unha xeometria

octaédrica distorsionada (indice de coordinacién 6) ao redor do atomo central. No

plano ecuatorial sitiase o ligando que actiua como dianidnico e tetradentado, cun

entorno de coordinacidon N,O, (dous osixenos fendlicos e dous nitréxenos iminicos)

unidos ao atomo de manganeso, e completando a sua coordinacion, nas posicidons

axiais situanse unha molécula do ién acetato e unha molécula de auga.

Figura 4.7. Estrutura molecular do complexo [MnL(CH;COO)(H:0)].

Distancias de enlace (A)
0(2)-Mn(1) 1,891(2) 0(3)-Mn(1) 1,888(3)
N(1)-Mn(1) 1,975(3) N(2)-Mn(1) 1,986(3)
0(5)-Mn(1) 2,331(3) 0(6)-Mn(1) 2,271(3)
C(8)-N(1) 1,273(4) C(10)-N(2) 1,285(4)
C(9)-N(1) 1,541(9) C(12)-N(2) 1,485(9)
C(20)-0(6) 1,249(5) C(20)-0(7) 1,251(4)
C(1)-0(1) 1,445(4) C(15)-0(4) 1,371(5)
C(2)-0(1) 1,371(4) C(19)-0O(4) 1,451(4)
Taboa 4.3. Distancias de enlace mais importantes do complexo
[MnL(CH;COO)(H-0)].
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Angulos de enlace (A)

0(2)-Mn(1)-0O(3) 93,10(9) 0(2)-Mn(1)-N(1) 92,99(12)
0(3)-Mn(1)-N(1) 173,48(12) 0(2)-Mn(1)-N(2) 174,62(11)
0O(3)-Mn(1)-N(2) 91,12(12) N(1)-Mn(1)-N(2) 82,88(14)
0(2)-Mn(1)-0(6) 93,46(11) 0(3)-Mn(1)-O(6) 98,62(12)
N(1)-Mn(1)-O(6) 85,55(11) N(2)-Mn(1)-O(6) 89,63(11)
0(2)-Mn(1)-0(5) 90,62(11) 0(3)-Mn(1)-O(5) 91,18(12)
N(1)-Mn(1)-O(5) ) 84,38(11) N(2)-Mn(1)-O(5) 85,56(11)
0(6)-Mn(1)-0(5) 169,80(10) 0(6)-C(22)-0(7) 124,5(7)

Taboa 4.4. Angulos de enlace (°) mais importantes do complexo

[MnL(CH3;COQO)(H:0)].

As tdboas 4.3 e 4.4 recollen as distancias e dngulos de enlace desta estrutura,
respectivamente. As distancias de enlace Mn-Orensiicos, MN(1)-0O(2) € Mn(1)-0O(3)
(1,888 e 1,891 A) diferéncianse sé en 0,003 A, mentres que as distancias Mn-Niminico
difiren lixeiramente; Mn(1)-N(1) e Mn(1)-N(2) (1,975 e 1,986 A respectivamente) ,
sendo todas elas da mesma orde dos complexos de Mn xa estudados polo Grupo
de Investigacion [39, 45-47], que presentan unha xeometria octaédrica

distorsionada.

Nas posiciéns axiais, as distancias Mn(1)-O(5) e Mn(1)-O(6) (2,331 e 2,271 A) son
maiores que as correspondentes ao plano ecuatorial debido 6 efecto Jahn-Tellerda
configuracion d* de alto espin que presenta o Mn(lll), e tamén debido ao menor

poder dador dos osixenos das moléculas de auga e acetato.

As distancias N-Cimmnico; C(8)-N(1) e C(12)-N(2) de 1,273 e 1,285 A respectivamente,
son mais curtas cas dos enlaces N-Caminico; C(9)-N(1) € C(10)-N(2) de 1,541 e 1,485
A o que evidencia o doble enlace iminico (C=N). O grupo acetato aparece como a

configuracion sin anti.
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Na figura 4.8 pédese observar como o complexo se presenta en forma de dimero
con pontes p-acuo, que se forman por enlaces de hidroxeno a través das moléculas

de auga coordinadas nas posiciéns axiais.

Figura 4.8. Representacidon do dimero p-acuo.

Como se mencionou anteriormente, entre as moléculas hai enlaces de hidréxeno
p-acuo que orixinan o dimero; o H(5A) do O(5) da molécula de auga coordinada en
posicion axial, enlazase 6 O(4) etoxi e 6 O(3) fenoxi da molécula vecina. O H(5B) do
O(5) da molécula de auga coordinada, enlazase 6 O(2) fenoxi e 6 O(1) metoxi da

molécula vecina.

4.1.2.6. Estudo da voltametria ciclica.

Velocidade de | Potencial de Potencial de E12 (V) AE
varrido (V- s) | oxidacion, E.«x (V) | reducion, E.q(V) [Eox-Ered]
(mV)

0,100 -0,1222 -0,2809 -0.202 159
0,080 -0,1271 -0,2735 -0.201 147
0,050 -0,1369 -0,2638 -0.200 127
0,020 -0,1418 -0,2442 -0.193 102
0,010 -0,1467 -0,2394 -0.193 92
0,005 -0,1491 -0,2272 -0.188 78

Taboa 4.5. Datos de voltametria ciclica obtidos para [MnL(CH;COQ)(H:0)].
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As propiedades redox do complexo metalico obtido foron estudadas pola técnica

de voltametria ciclica. A taboa 4.5 recolle os potenciais de oxidacién e reducion

obtidos por esta técnica a diferentes velocidades de varrido, asi como os valores

de E1 e adiferencia entre picos redox.

WE/A

0.000004

0.000003

0.000002

0.000001

-0.000001

-0.000002

-0.000003

-0.000004

-0.000005

-0.000006
-0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2

Potencial/V

0,1 0,08 0,05 0,02 0,01 0,005

Figura 4.9. Voltamogramas ciclicos obtidos para [MnL(CHs;COQ)(H:0)] a

diferentes velocidades de varrido 0,005-0,1 V- s™'.

Os datos obtidos pola voltametria ciclica, representados na Figura 4.9, amosan un

alto grao de reversibilidade da onda electroquimica, o cal é fundamental para un

comportamento 6ptimo como catalizador do complexo para as diferentes

catalises redox que se pretenden ensaiar. Os estudos electroquimicos mostran un

proceso redox Mn(lll)/Mn(ll) cuase-reversible a-193 mV, cunha separacion entre os

picos de oxidacioén e reducién de 102 mV & velocidade de varrido de 0.02V - s'. Os
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resultados a diferentes velocidades de varrido indican como o caracter reversible
diminde conforme aumenta a velocidade de varrido [48]. O caracter doador de
carga dos substituintes metoxi nos aneis aromaticos da base de Schiff facilita os
valores negativos nos potenciais redox, os cales permitiran alcanzar estados de

oxidacion mais elevados do manganeso durante a catalise [48].

A Figura 4.10 amosa a dependencia lineal das correntes anddicas e catoddicas
fronte 4 raiz cadrada da velocidade de varrido, indicando que é un proceso

electroquimico controlado por difusion [49].

0
b R? = 0.991
................................ @ nirneeereneer
P | U S ' ......
f—} R— qierasi 3
-200
N R2 = 0.9961
-300
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
V12 (mV s-1)172

Figura 4.10. Grafico da dependencia lineal das correntes anddicas e catodicas

respecto da raiz cadrada da velocidade de varrido para [MnL(CHs;COQ)(H-:0)].

4.2. Estudo da actividade biomimética do complexo metalico.

4.2.1. Estudo da actividade catalitica como mimético do peroxidase.
O ABTS é incoloro pero reacciona con H,0, en presencia do catalizador mimético
do peroxidase para dar lugar a un radical catiénico ABTS* [50], que presenta bandas

de absorcién caracteristicas no UV-Vis a 415, 650, 735 e 815 nm. A extension da
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reaccion pode medirse cuantitativamente a A= 650 nm xa que foi previamente
determinado e= 12000 M cm™[38]. En ausencia de complexo, unha disolucién de ABTS

e H,0, é estable varias horas sen presentar a formacion de ABTS™.

3.5

2.5 -

Absorbancia de ABTS -+

0.5

O T T T T
370 470 570 670 770

Lonxitude de onda

Figura 4.11. Espectro UV-Vis obtido na proba de actividade peroxidase.

A Figura 4.11 recolle o espectro UV-Vis obtido na proba de actividade peroxidase
aos dous minutos aproximadamente do seu inicio. Realizouse o experimento tanto
en disolucién metanolica como etanodlica do complexo obténdose uns resultados
similares e reproducibles (ver Taboa 4.6), con valores de conversién de ABTS en

ABTS™* do rango entre 59-68%, o cal implica un numero de ciclos cataliticos entre

29e 31.
Disolvente | Absorbancia | Moles convertidos de | % de Ciclos
a650 nm ABTS conversion | cataliticos
Etanol 1,1460 - 2,865-107- 3,070-107 | 63,66 -68,22 | 29 - 31
1,2279
Metanol 1,0585 - 2,646-107-2,906-107 | 58,81-64,58 | 27-29
1,1624

Taboa 4.6. Valores de absorbancia obtidos na proba da actividade peroxidase,
indicando a porcentaxe de conversion de ABTS en ABTS* e o numero de ciclos

cataliticos do proceso.
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4.2.2. Estudo da actividade catalitica como mimético do catalase.

Para a medicion da actividade como mimético do catalase utilizase o
procedemento indicado no apartado 3.4.2. Areaccion a catalizar polo complexo é

a propia da dismutacion do peréxido:

H.0, = H.0 +%2 0,
Midese volumetricamente o diosixeno desprendido no proceso, obténdose 30 mL,
o cal supdn unha porcentaxe de descomposicion do perdxido de hidréxeno de
99,55 %. Tamén se calcula o numero de ciclos cataliticos que implica tal
descomposicién de peréxido de hidréxeno, cun valor de 829,60 ciclos cataliticos.
Os resultados obtidos nestes estudos son elevados, superiores a doutros

complexos ensaiados no seo do grupo de investigacion [38,45,48]

4.2.3. Estudo da actividade catalitica como mimético do catecol oxidase.

0.6
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Figura 4.12. Grafico da variacion obtida dos espectros UV-Vis durante o ensaio de
actividade catecol oxidase. Os espectros foron medidos en intervalos de cinco

minutos durante un periodo de duas horas no rango de 300 a 600 nm.
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O estudo realizouse seguindo o procedemento descrito no apartado 3.4.3 para
facer o seguimento da variaciéon do espectro UV-Vis (Figura 4.12) durante a
conversién de 3,5-DTBC en DTBQ, catalizada polo complexo. O proceso de
oxidacién para a formacién da o-quinona pddese seguir cuantitativamente polo
aumento de absorbancia a 401 nm do produto formado. Isto tamén se puido
observar na coloracidon da cubeta, que pasou de transparente a amarelo intenso. O
coeficiente de extincién molar (€) en metanol da DTBQ é 1900 M - cm™ e utilizase

para o calculo cuantitativo do proceso, de acordo coa bibliografia [37,51-52].

Realizouse o estudo cinético deste proceso utilizando un exceso de 3,5-DTBC con
respecto ao complexo de 100, 200, 500 e 1000 equivalentes. Os resultados de
conversion e ciclos cataliticos da actividade catecol oxidase recéllense na Taboa

4.7.

Equivalentes | Absorbancia | Moles DTBQ % Ciclos
a401 nm conversion | cataliticos

100 0,0834-0,0911 | 1,32-107-1,44-107 | 6,59-7,19 |7

200 0,1092-0,1227 | 1,72-107-1,94-107 | 4,31-4,84 |9-10

500 0,1581-0,1696 | 2,5-107-2,68:107 | 2,50-2,68 13-14

1000 0,2220-0,2683 | 3,50-107-4,24-107 | 1,75-2,12 18-22

Taboa 4.7. Valores de absorbancia, % conversion e ciclos cataliticos dos ensaios

catecol oxidase en funcion do numero de equivalentes en exceso de 3,5-DTBC.

Para obter a kobs, aplicase un axuste lineal a representacion da concentracion de
3,5-DTBQ fronte ao tempo, onde a kqps Se corresponde co valor da pendente na
ecuaciéony = ax + b. Calculase para as diferentes concentracions do complexo de

manganeso (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Relacién da formacion do substrato catalizada polo complexo fronte

ao tempo.

Na figura 4.14 represéntanse os valores da ke,s fronte & concentracion inicial do
substrato (3,5- DTBC). Se se aplica un axuste logaritmico & curva obtida pddese
determinar o valor da Ky =2 - 107, que se corresponde coa pendente da ecuacion

y =a-ln(x) + b, cando se aplica un axuste logaritmico & curva obtida.

1.00E-06
y =2E-07In(x) + 2E-06
2 _
8.00E-07 R*=0.9542
w B.00E-07 | e
S e o
¥  4.00E-07 i --------
2.00E-07 o’
0.00E+00
0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007
[3,5-DTBC]/M
@® kobs  ceeeeeees Logaritmica (k obs) ~ seeeeeees Logaritmica (k obs)

Figura 4.14. Representacion dos valores de Kops fronte & concentracion de

substrato inicial e axuste logaritmico da curva para o ensaio catecol oxidase.
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5. Conclusions

Podese concluir que:

- A sintese do ligando H.L foi correcta, presentando un elevado rendemento e

pureza.

- A sintese do complexo de manganeso (lll) a partir do ligando e acetato de
manganeso (ll) tetrahidratado foi adecuada, mostrando unha alta pureza e

rendemento.

- As técnicas de caracterizacidon confirman gque os compostos obtidos son os

desexados.

- O ensaio da condutividade mostra que o complexo non presenta natureza de

electrolito.

- Os estudos espectroscopicos indican que o ligando coordina a través do nitréxeno
iminico e a través do osixeno fendélico co metal, funcionando como un ligando

tetradentado.

- Obténense cristais do complexo que confirman a sla xeometria octaédrica

distorsionada cun indice de coordinacidén seis.

Obsérvase unha elevada reversibilidade do proceso redox Mn(lll)/Mn(ll),

especialmente a velocidades de varrido baixas.

O complexo presenta actividade catalitica como os diferentes encimas
estudados: peroxidase, catalase e catecol oxidase. Destaca a catalase debido ao
maior numero de ciclos cataliticos e porcentaxe de conversién do substrato que

presenta, case do 100%.

- Confirmase o seu papel como catalizador biomimético de procesos redox como

nos que participan os encimas que tamén mimetiza.
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