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RESUMEN

En este trabajo se realizo la sintesis y caracterizacion de cuatro compuestos de coordinacion
de cobre con el objetivo de utilizarlos como catalizadores para la reaccion de oxidacion de

un enlace glucosidico.

Los complejos propuestos estan bioinspirados en los sitios activos de las enzimas PHM
(monooxigenasa a-hidroxilante de peptidiglicina), DM (dopamina [-monooxigenasa) y
LPMO (monooxigenasas liticas de polisacéridos), con el afan de mimetizar la activacion de
oxigeno que se lleva a cabo en sus centros mononucleares de cobre. Cuando el metal esté en
estado reducido reacciona con alguna fuente de oxigeno, por lo general oxigeno molecular,
como agente oxidante. Los ligantes tripodales empleados contienen al grupo bencimidazol,
mismo que fue elegido debido a las similitudes en sus propiedades quimicas con respecto al

imidazol de histidina en el ambiente de coordinacion del cobre en las enzimas mencionadas.

Se buscé identificar posibles especies reactivas cobre-oxigeno que puedan actuar como
intermediarios, haciendo reaccionar los complejos sintetizados con los agentes oxidantes O>
y una mezcla de HoO2/EtzN. Posteriormente, se realizaron pruebas de los mismos complejos
con la mezcla oxidante H2O2/EtsN para observar la posible degradacion oxidativa utilizando
celulosa, que es el sustrato natural de las enzimas LPMO. Los resultados obtenidos de este
ultimo estudio arrojaron resultados interesantes como la identificacién de especies que han
sido reportadas anteriormente como productos de degradacién oxidativa de enlaces
glucosidicos, tales como derivados de furanosas, acido aldénico, levoglucosano, entre otras,
demostrando que los complejos en presencia de la mezcla oxidante son catalizadores

competentes para llevar a cabo la degradacion de celulosa.




INTRODUCCION

A pesar de que el cambio climatico es uno de los principales problemas con los que se
enfrenta la humanidad, los gases de efecto invernadero y la demanda de combustibles fosiles
para generar energia siguen en aumento, siendo esta la principal fuente de energia hasta el
momento pese al desarrollo de nuevas tecnologias para generar energias limpias y
renovables. Cerca del 80% de la energia consumida a nivel mundial proviene de combustibles
fosiles?, del cual el 32.8% se debe al petroleo, 27.2% al carbon y el 20.9% al gas natural?, lo
cual ocasiona que la inversion en energias alternativas no pueda competir con la inversion
asociada a combustibles fosiles. Ademas de que el uso excesivo de este tipo de combustibles
nos atrasa en la meta establecida en el acuerdo de Paris 2015, existen también evidencias
documentadas de que en el futuro el abastecimiento de combustibles fdsiles presentara
desafios ya que la disponibilidad fisica de este recurso es incierta en afios préximos, al igual
que los precios que se encuentran en constante fluctuacion podrian llevarlo a ser un recurso
no competitivo®*%. El desarrollo de energias renovables por lo tanto es imperativo, en
especial porque de toda la energia generada en el 2011 tan solo el 10.2% provenia de biomasa,
el 5.8% de energia nuclear y el 2.3% de presas hidroeléctricas?.

El bioetanol es un combustible atractivo que tiene como ventaja que es seguro con el medio
ambiente, ademas de su renovabilidad. A pesar de que un litro de etanol genera el 66% de
energia que la misma cantidad de gasolina, el etanol tiene un mayor octanaje (106-110), por
lo que la mezcla de bioetanol con combustibles de uso comin ayudaria a que la combustion
fuera méas uniforme y controlada®. El bioetanol es un combustible que contiene 34.7% de
oxigeno en su composicion, elemento que se encuentra ausente en la gasolina, lo cual
incrementa su eficiencia de combustion en un 15% y a su vez reduce la emision de oxidos de
nitrgeno’. Otra de sus ventajas es que la cantidad de azufre presente en el etanol es casi nula
en comparacion con la gasolina, por lo que su mezcla contribuye a la disminucion de emision

de 6xidos de azufre al medio ambiente.

Las fuentes renovables de las que se puede obtener bioetanol son principalmente azUcares,

almidones, biomasa lignocelulésica y algas, de las cuales Unicamente la Gltima no se ha




probado en escala comercial. En todos los demas casos, el ultimo paso es la obtencion de
azucares para su posterior fermentacion y en el caso particular de la obtencién de etanol a
partir de biomasa, el tratamiento para llegar a la fermentacion es complicado y costoso. En
este trabajo haremos hincapié en la utilizacion de biomasa lignocelulosica ya que, es la mas
abundante en el mundo y la que no interfiere con la cadena de abasto alimenticio puesto que

puede provenir de residuos forestales, agricolas, e incluso desechos sélidos urbanos.

La biomasa lignoceluldsica contiene diferentes proporciones de celulosa, hemicelulosa y
lignina, los dos primeros constituyendo casi dos tercios del peso total de la biomasa. Los tres
componentes forman una red compleja de carbohidratos conectados a través de enlaces de
hidrégeno, y cuyas caracteristicas, tales como la cristalinidad de la celulosa, la proteccion de
la celulosa y la hemicelulosa por la lignina 'y el area limitada de superficie, la convierte en
un material recalcitrante a la despolimerizacion, lo cual hace que su degradacién se vuelva

un desafio®.

Factores como los anteriores siguen impidiendo el crecimiento e implementacion a gran
escala de energias renovables, debido a que la inversion estimada que se necesitaria realizar
para lograr lo establecido en el acuerdo de Paris es de 1700 billones de dolares para el afio
2030°. Por esto, en el presente trabajo se propone trabajar con cobre, ya que es un metal
econdémicamente accesible, amable con el medio ambiente y con propiedades quimicas
interesantes que podrian ser Gtiles en la busqueda de soluciones a los problemas energéticos

actuales.




1- ANTECEDENTES

1.1 COBRE

El cobre y sus sales pueden ser altamente toxicas para diferentes microorganismos y en
grandes cantidades también puede ser venenoso para el ser humano. Sin embargo, en bajas
concentraciones es un constituyente esencial de proteinas y enzimas. Los estados de
oxidacion mas comunes estan en el rango de 0 a 4 siendo el Cu(0) y el Cu(lV) los mas
limitados. El estado de oxidacion Ill es relativamente comun, pero solo en especies
intermediarias en mecanismos de reacciones organometalicas. Los estados de oxidacion
Cu(l) y Cu(ll) son por mucho los més abundantes, siendo el Cu(ll) el mas estable de los dos

en condiciones normales.

1.1.1 Cobre(l)

La configuracion electronica del Cu(l) ([Ar]3d*®) involucra una capa 3d llena 'y por ende es
mas simétrico en contraste con la simetria no esférica del Cu(ll). También se espera que el
ion Cu(l) sea mas grande en comparacién con el Cu(ll). Los complejos de Cu(l) son
diamagnéticos e incoloros, excepto donde el color es resultado del anion o de las bandas de
transferencia de carga. Las estabilidades relativas del cobre (I) y el cobre (11) estan indicadas

por los siguientes potenciales de reduccion:

Cut - Cu®t +e” E°=-0.153V
Cu —» Cut+e” E°=—0.521V
Donde:
Cu+ Cu?* =2Cu* E°=—-037V

K = [Cu?*]/[Cu*]? = ~10°




Las estabilidades relativas del Cu(l) y Cu(ll) dependen de la naturaleza de los aniones y del
disolvente en el que se encuentren®. Normalmente los compuestos estables de Cu(l) son
insolubles en agua y son obtenidos generalmente mediante la interaccion directa de los
ligantes con los halogenuros de Cu(l) o mediante la reduccion del correspondiente complejo
de Cu(ID™,

1.1.2 Cobre (ll)

El Cu(ll) es el estado de oxidacion mas comun del cobre y es particularmente estable en
disolucién acuosa. ElI Cu(ll) posee una capa de orbital d incompleta de electrones, la
configuracion electronica de esta especie es [Ar]3d® y sus compuestos son
predominantemente paramagnéticos y coloridos. En general los compuestos de Cu(ll) son
estables al aire a diferencia de las especies de Cu(l). Mientras que el ion Cu(l) es considerado
un acido de Lewis blando, el ion Cu(ll) es considerado como un acido duro debido a su
deficiencia en electrones y pequefio tamafio en comparacion. Los grupos funcionales que
contienen nitrégeno como atomo donador son probablemente los mejores donadores
electronicos para el Cu(ll), mientras que el haluro coordinante mas comun para este ion es el
cloruro. Como todos los metales del primer periodo de transicion con carga (1), el Cu(ll)
forma especies de coordinacion con numeros de coordinacion cuatro, cinco y seis
principalmente, pero a diferencia de varios metales, los complejos de cobre se caracterizan
por poseer un nimero grande de distorsiones en sus poliedros de coordinacion. La mayoria
de los complejos de Cu(ll) hexacoordinados involucran una estructura rombica octaédrica
con un eje elongado. Para los compuestos pentacoordinados muy raramente se mantiene una
geometria de pirdmide de base cuadrada regular, normalmente existen distorsiones que

involucran una elongacion y una distorsion de la bipiramide trigonal.

Mientras que la separacion de los niveles orbitales tog y €4 en un ambiente octaédrico
dependera de la geometria de cada complejo, las energias de los espectros electronicos
estaran determinadas por la diferencia energética entre el estado basal y los estados excitados,
aunque se necesita un conocimiento preciso de la configuracion de dichos estados para

entender las reglas de seleccion que gobiernan la transicion electronica entre ellost?.
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Cuando los iones Cu(ll) estan lo suficientemente separados entre si (> 5 A), el momento

magnético efectivo dado por u, = m (donde “se” se refiere al momento
magnético de solo espin) es de 1.73 BM; dicho valor es consistente con la presencia de un
solo electron desapareado. La posible interaccion que se pueda dar entre dos &tomos de cobre
se da a través de otros atomos que puedan formar puentes conectando ambos centros
metalicos. Los aniones mas comunes que pueden formar puentes entre dos atomos de cobre
son 0%, S%, CI" y OH". El mecanismo del acoplamiento que se da en este tipo de dimeros no
esta del todo claro, pero se cree que sucede a traves del traslape orbital entre el orbital d del
electron desapareado de los atomos de cobre y los orbitales s, p, o hibridos de los orbitales
llenos de los atomos que forman el puente!!. Esencialmente, todos los complejos de Cu(ll)
son azules o verdes debido a la presencia de una banda de absorcion en la region de 600 a
900 nm del espectro electromagnético (16,600 a 11,100 cm™ respectivamente). Muchos
compuestos con Cu(ll) que tienen como donadores aminas son de un color azul intenso
debido a que las bandas de absorcion se desplazan de nimeros de onda menores a mayores
(desplazamiento hipsocrémico).

Transiciones d-d Cu(ll)

Transferencia de carga

Transiciones internas del ligando

Sobretonos

Transferencia de carga de intervalencia

IR cercal Visible

0 10000 20000 30000

Numero de onda (cm™)

Figura 1. Rangos energéticos para Cu(ll) para los diferentes tipos de transicion

Las transiciones d-d en los complejos de Cu(ll) tienden a ocurrir debajo de los 20,000 cm?,
mientras que las transferencias de carga y las transiciones internas del ligante ocurren por
debajo de los 30,000 cm?; estas Gltimas suelen ser mas intensas que las d-d, y si son de
suficiente baja energia pueden enmascararlas, lo cual sucede cuando hay presencia de

ligantes con sulfuro®?,
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1.1.3 Propiedades redox del sistema Cobre(l)/(1l)

El par redox del sistema Cobre(l)/(I1) esta asociado con tres procesos principales: (a)
oxidacion y reduccion electrolitica, (b) desproporciény (c) la oxidacion de Cu(l) con oxigeno
molecular. Este Gltimo proceso es el responsable del papel catalitico del Cu(l) en la oxidacion
de moléculas orgéanicas en sistemas bioldgicos. Una caracteristica importante de la quimica
de Cu(l) es su habilidad para llevar a cabo la absorcion reversible de moléculas pequefias
como el oxigeno, el monoxido de carbono y alquenos. La relevancia principal de esta
interaccion entre Cu(l) y Oz es su rol como posible especie intermediaria en diferentes

procesos bioldgicos.

1.2 METALOENZIMAS

Las proteinas tienen muchas variantes, por ejemplo, aquellas que contienen Unicamente
residuos de aminoécidos en su constitucion son llamadas proteinas simples, como en el caso
de la enzima ribonucleasa. También existen proteinas en cuya constitucion se encuentran
componentes quimicos diferentes a residuos aminoacidos, las cuales son nombradas
proteinas conjugadas. La parte que no esta formada por aminoacidos se llama usualmente
grupo prostético. Las proteinas conjugadas son clasificadas segun la naturaleza quimica de

Su grupo prostético, como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Tipos y ejemplos de proteinas conjugadas’®

Proteinas Conjugadas

Clase Grupo Prostético Ejemplo
Lipoproteinas Lipidos B1-Lipoproteina de sangre
Glicoproteinas Carbohidratos Inmunoglobulina G
Fosfoproteinas Grupos fosfato Caseina de leche
Hemoproteinas Grupo hemo Hemoglobina
Flavoproteinas Nucledtidos Succinato deshidrogenasa

Metaloproteinas Hierro Ferritina

12




Dentro de las proteinas conjugadas se encuentran las enzimas llamadas oxigenasas. Estas
catalizan reacciones oxidativas en donde atomos de oxigeno son integrados a un particular
tipo de sustrato. Dentro de esta categoria de enzimas se encuentran las dioxigenasas (en
donde ambos 4tomos de oxigeno provenientes de Oz son incorporados al sustrato organico)
y las monooxigenasas (s6lo un atomo de oxigeno proveniente de O es incluido al sustrato
organico mientras que el otro es reducido a una molécula de H.0):. Las enzimas

monooxigenasas son mas abundantes y mas complejas en su mecanismo de reaccion.

Algunas de las muchas monooxigenasas se encuentran dentro de la clase de las
metaloproteinas, en particular son interesantes para el objetivo de este trabajo las
metaloenzimas de cobre nombradas dopamina f-monooxigenasa (DpM), la monooxigenasa
a-hidroxilante de peptidiglicina (PHM) y las monooxigenasas liticas de polisacaridos
(PLMO).

1.3 MONOOXIGENASAS DE CU

1.3.1 Monooxigenasa a-hidroxilante de peptidiglicina (PHM)

Tanto la enzima DBM como la PHM son se encuentran en eucariontes superiores en
diferentes compartimientos celulares. La enzima PHM es uno de los dos dominios
independientes que conforman a la Peptidiglicina a-amidante monooxigenasa (PAM) y es la
encargada de catalizar una de las dos reacciones consecutivas que ocurren en esta enzimal®.
La PHM cataliza la hidroxilacion estereoespecifica del carbono o de substratos de
peptidiglicina en la ruta de la biosintesis de hormonas peptidicas, Figura 2. Este dominio es
dependiente de ascorbato, el cual actia como un reductor exdgeno y contiene en su sitio
activo dos atomos de cobre en estado de oxidacion +2 antes de la reduccion, cada uno de los
cuales acepta un electron de los dos requeridos para que se lleve a cabo la hidroxilacion. A
pesar de que ambos atomos de cobre participan en la catélisis, estos se encuentran a una
distancia de 11 A por lo que no se forma un centro binuclear’* y cada uno de sus
correspondientes ambientes de coordinacion es unico. Mediante estudios espectroscopicos se

determin6 que los atomos de cobre de la PHM en disolucion se encuentran
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predominantemente tetracoordinados con alguna contribucion secundaria de especies

pentacoordinadas.

2 Ascorbato 2 Semidehidroascorbato

0, H,0
H coo PHM H coo
Péptido” ¢ // >  Ppéptido” fc(
Hs Hgr H$ TOH
2H'+2e (Asc)
Peptidiglicina Peptidil-a-hidroxiglicina

Figura 2 Mecanismo de reaccién de la enzima PHM'

PDB: 1SDW

Figura 3 Fragmento de la estructura de rayos X del sitio activo de la enzima PHM con Oz coordinado'®

En el sitio activo de la enzima se encuentran los dos &tomos de cobre que se han nombrado
Cun y Cum. El Cun, esté coordinado por tres residuos de histidina y es el sitio responsable de
la transferencia electronica, mientras que el Cum Se encuentra coordinado por una metionina
y dos residuos de histidina. En este Gltimo es donde se lleva a cabo la activacion de oxigeno

y la hidroxilacion del substrato, ver Figura 3.

El mecanismo de reaccion propuesto para estas enzimas se ilustra en la Figura 4. EI primer
paso es la reduccion de los dos atomos de cobre por dos moléculas de ascorbato seguido por
la unién del oxigeno molecular al Cum, donde se activa pasando de una especie Cu(l)-O2 a

una Cu(11)-O,"™. Esta especie cobre-superdxido es la responsable de la transferencia de un
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atomo de hidrogeno del sustrato para formar el complejo hidroperoxo (Hp en Figura 4) y el
radical sustrato. A partir de este punto, el mecanismo de reaccion puede tomar dos caminos;
en el primero, la ruptura homolitica del enlace O-O es inducida por la presencia de un protén
y por la transferencia electronica del Cun(l), resultando en una molécula de agua y en un
intermediario oxilo (Cp), que posteriormente se enlaza con el radical sustrato. Esta especie
rompe su enlace Cu(ll)-O al protonarse, dando como productos la especie hidroxilada y la
enzima de Cu(l). En el segundo camino, la especie Hp reacciona directamente con el sustrato
radical rompiendo el enlace O-O e hidroxilando al sustrato inmediatamente, dando como
resultado el producto y la especie Cp que puede ser reducida y protonada hasta dar como

producto agua y la enzima de Cu(l)'.

R7/R' R_R'
/ a O H{ Hs HO  Hg
"'/,,' 2 2 o /o » ,O
“Cu ;» S cu'l H—AT. cul
> &N 7 N\
N N-= N N-, =N N=
HN L NH HN, \, NH HN, W NH
: ; : Hp
R_R R7R' R_R'
J HOHs HYe J/ O Hs D Hs MY e
;Cu —id 3 ;Cu“ — ¥ ECu", .7.L 4
N\ . ( \ N
N N- ~N N-=, Rebound] N N-.
HNY N, NH HNY WNH Rebound) HN “NH H,0
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Figura 4 Mecanismo de reaccion propuesto para la enzima PHM16
También se ha demostrado que PHM puede catalizar la hidroxilacion de sustratos de
peptidiglicina partiendo de la especie de cobre oxidada y utilizando perdxido de hidrogeno
como fuente Unica de oxigeno®®, e incluso se propone un mecanismo en el cual la especie

formada por la interaccion Cu(ll) — peroxido, pueda reducir también sitios activos de cobre,
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que en contacto con oxigeno puedan formar especies Cu-O para seguir el mecanismo de

reaccion propuesto inicialmente.

1.3.2 Monooxigenasas liticas de polisacaridos (LPMO)

Las monooxigenasas liticas de polisacéridos (LPMOs por sus siglas en inglés) son enzimas
que se encuentran en hongos, bacterias, virus, invertebrados y algas y tienen como funcion
romper oxidativamente enlaces de polisacaridos para que estos organismos puedan utilizarlos
mas eficientemente. Su sitio activo posee un atomo de cobre central con estado de oxidacion
+2 antes de su reduccion, y dos histidinas que poseen 3 nitrdgenos donadores, dos de ellos
pertenecientes al anillo de histidina y el otro proveniente de la amina terminal; este
ordenamiento estd denominado como abrazo de histidina (Figura 5)*°. Adicionalmente, se
puede observar un residuo de tirosina que, si bien no esta coordinado al &tomo de cobre, su

presencia es objeto de discusion ya que puede conferir estabilidad al intermediario reactivo.

Existen algunas diferencias entre las enzimas dependiendo de la especie de la que provengan,
por ejemplo, en el caso de las LPMO bacterianas se puede observar que el &tomo de nitrégeno
del anillo de histidina no se encuentra metilado, a diferencia de las LPMO provenientes de
hongos. Estas diferencias pueden ocasionar variaciones en la reactividad de la enzima: por
ejemplo, se piensa que esta metilacion incrementa la constante de disociacion de la histidina

en 0.5 unidades, lo que se traduce en un incremento en la afinidad hacia Cu(11)%,

Ser85

Tyrl75

GInl173

Figura 5. Sitio activo de la LPMO AA9 siendo el atomo central naranja la representacion del atomo de Cu'®
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Estudios previos han demostrado que, en disolucion, el atomo de Cu de la LPMO en su estado
oxidado esta coordinado por los tres atomos de nitrégeno y una o dos moléculas de agua,
mientras que en su estado reducido posee una coordinacion trigonal plana coordinado a los
tres atomos de nitrogeno unicamente. También se sabe que la transferencia electrénica entre
el Cu(l) y el Oz se da mediante un mecanismo de esfera interna facilitado por un enlace
quimico para obtener la formacion de una especie reactiva cobre-oxigeno, siendo Cu(1)-O,™
la mas aceptada y la cual actuaria como intermediaria en la oxidacion del polisacérido. Se ha
propuesto también un mecanismo mediante reacciones tipo Fenton, sin embargo los calculos
teoricos favorecen la formacion de un estado intermediario cobre-oxigeno sobre la formacion

de radicales libres®.

Las LPMO dependientes de cobre utilizan oxigeno molecular y una fuente de electrones para
romper el enlace C-H en las posiciones 1 0 4 de glucdésidos, incorporando un atomo de
oxigeno y rompiendo finalmente el enlace glucosidico. En la Figura 6 se ilustra el posible
mecanismo de reaccion, en donde la LPMO hidroxila alguna de las posiciones mencionadas,
formando especies intermediarias inestables que posteriormente sufriran una eliminacion. En
la Figura 6 se muestra esquematicamente el caso de activacion de la posicién C1 que resulta
en una aldonolactona, y en el caso de la posicion C4 en una cetoaldosa. También puede

ocurrir la consecuente hidrolisis de las aldonolactonas para formar acidos aldénicos?.

OH

Aldonolactona
OH

RO 0 Ho or Q22H 2H* -
0 o
HO oH 0 ™ LpMO
H

OH

4-cetoaldosa

Figura 6. Hidroxilacién en C1 o C4 del enlace glucosidico debido a la accion de la enzima LPMO?!
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Para que la reaccion se lleve a cabo es necesaria una fuente de electrones para reducir el
complejo a Cu(l); algunas de las posible fuentes pueden ser lignina o &cido galico
encontrados en la pared celular de las plantas, o también existe la posibilidad de que sea una
macromolécula como la celulosa deshidrogenasa secretada por el mismo hongo?2. Sin
embargo, debido a que el sitio activo de la enzima necesita estar en contacto con el substrato
para llevar a cabo la oxidacion, es poco probable que la transferencia electronica se dé por
contacto con alguna de estas moléculas, en especial la celulosa deshidrogenasa, por lo que es
probable que la transferencia electronica se de a través de la parte proteica de la enzima?'; no

obstante, la fuente de electrones dependera de la naturaleza especifica de la enzima.

El grupo de Phillips?? y colaboradores propusieron el siguiente mecanismo de reaccion, el
cual es analogo al de las enzimas PHM y DM, previamente descrito. En el primer paso se
da la reduccion del atomo de cobre y la posterior activacion de la molécula de oxigeno para
formar la especie Cu(ll)-superoxo, después dicha especie abstraerd un atomo de hidrégeno
del sustrato para formar la especie Cu(ll)-hidroperoxo y un sustrato radical. A continuacién
la especie hidroperoxo se reduce nuevamente y el enlace O-O se rompe para formar la especie
radical Cu(ll)-oxil, (Cu(l1)-O") que reaccionara con el sustrato radical para formar el
producto anidnico y la enzima vuelve a su estado original, Figura 7. Existe también otro
camino propuesto por el grupo de Solomon® y colaboradores, en el cual la especie
hidroperoxo reacciona con el radical sustrato para obtener el producto hidroxilado y la
especie Cu(ll)-oxilo que posteriormente reaccionara con 2 protones y un electrén para liberar
agua y la especie libre de Cu(ll). Tanto la especie Cu(ll)-superoxo como la Cu(ll)-
hidroperoxo han sido observadas y caracterizadas en enzimas y en compuestos de

coordinacion como modelos?42526:27
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Figura 7. Mecanismo propuesto para la enzima LPMO2

Conocer las caracteristicas estructurales de los sitios activos es de suma importancia para
comprender el mecanismo de reaccidn que se lleva a cabo en ellos y también para proponer
sistemas bioinspirados que puedan tener potenciales aplicaciones. Para comprender mas
acerca del funcionamiento de estas enzimas, a su vez, se han disefiado y estudiado modelos
biomiméticos de cobre con diferentes ligantes en diversos grupos de investigacion que se

mencionaran en el siguiente capitulo.

1.4 INFLUENCIA DE LOS LIGANTES EN SISTEMAS BIOMIMETICOS

Uno de los mayores problemas al intentar sintetizar un ligante funcional que pueda mimetizar
el sitio activo de enzimas monooxigenasas, es que la mayoria de las veces los aductos

LCu(ll)-O2 se dimerizan con mucha facilidad formando especies dinucleares de cobre
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puenteadas por 4tomos de oxigeno o en otras conformaciones segun el sistema®®, por lo que
el ligante a disefiar debe de estar pensado para evitar la dimerizacion y que pueda mimetizar
correctamente el sitio activo de la enzima. Tolman y colaboradores sintetizaron tres ligantes

modelo mostrados en la Figura 8 en el afio 2002282,

Figura 8 Beta-dicetoiminatos propuestos por Tolman y colaboradores??

Estos ligantes llamados pB-dicetoiminatos mostraron que a pesar de tener grupos 2,6-
diisopropilfenil idénticos y solo cambiar uno de los sustituyentes, esta pequefia modificacion
es suficiente para cambiar el tipo de aducto formado por los complejos de cobre en presencia
de Oa. Los ligantes etiquetados como 1 y 2 mostraron que gracias al impedimento estérico
producido por los sustituyentes metilo y terbutilo, las especies diméricas no se formaron a

diferencia que con el ligante 3 en donde si se observé la formacion de dimeros.

En este mismo grupo de investigacion, también se sintetizaron ligantes en donde se
introdujeron grupos tioéter*®. Cabe mencionar que la presencia de residuos tioéter en el sitio
activo tanto de DPM como de PHM es poco comun ya que este tipo de enlace no esta presente
en otras proteinas de cobre que activan oxigeno, por lo que la incorporacion de estos grupos
en el disefio de ligantes es interesante para conocer cual es su papel en el mecanismo de
reaccion. Los resultados obtenidos en este grupo de investigacion®® los llevan a teorizar la
utilidad del residuo de metionina presente en la PHM; en primer lugar se observo que puede
estabilizar las especies de Cu(l) y por ende desfavorecer el enlace del Oz, por lo que su
funcionalidad puede ser reguladora para evitar la innecesaria formacion de especies oxidantes
cuando no hay presencia de sustrato o para controlar mejor la transferencia electronica. Otra
de las posibles funciones del residuo metionina es el de favorecer la formacion de aductos

con Oz en posicion terminal (end-on) que en posicion lateral (side-on). Existe también la
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posibilidad de que la presencia de metionina ayude a estabilizar mejor las especies Cu(ll)-

oxilo, que estan entre los intermediarios propuestos en el mecanismo de reaccion.

Otro de los modelos utilizados para mimetizar el sitio activo de la PHM son los ligantes
tripodales. Uno de los modelos tripodales propuestos es el del grupo de investigacion de
Itoh®!, que forma compuestos monoméricos de cobre (Figura 9). Estos ligantes pueden
estabilizar complejos de metales de transicion en los que se evita la dimerizacion debido al
gran impedimento estérico; sin embargo, también da lugar a que el complejo de cobre
interaccione con una molécula de dioxigeno. Estos ligantes son solubles en disolventes no
polares ya que tienen sustituyentes hidrofobicos. Igualmente se comprobd via espectroscopia

UV-visible que los aductos de cobre oxigeno son formados en una posicion terminal.

N

HIPT Q
HIPT\ (l) ,LH HIPT
NS/ HIPT =
| NH

Figura 9. Ligantes tripodales empleados por el grupo de Itoh3!

A pesar de que muchos de estos modelos poseen aminas polidentadas, piridinas o grupos
pirazolilo, pocos ligantes reportados han incorporado como principales donadores
imidazoles, los cuales son relevantes biologicamente en la enzima. Bajo esta premisa, el

grupo de investigacion de K. M. Nicholas® sintetizo los ligantes presentados en la Figura 10.

Ph Ph
T QS
me” <] Me Me

R = H (1a), Me (1b)

Figura 10. Ligantes tripodales tipo bis(imidazol) tioéter32
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Los complejos de Cu(l) obtenidos con estos ligantes dan lugar a estructuras dinucleares de
Cu(Il) pentacoordinadas al reaccionar con Oz, como se muestra en la Figura 11. En el
complejo 2a tanto el Cu como el &tomo de S sufren oxidacion, en contraste con lo que ocurre
en el sitio activo de PHM y DBM donde la metionina no es oxidada. EI compuesto 2b forma
un dimero puenteado por un enlace ya sea p-oxo coordinado a Cu(l11) o u-hidroxo coordinado
a Cu(ll).

Figura 11 Aductos formados de los ligantes tripodales bis(imidazol) tioéter. Izq (2a), der (2b)32

En un estudio posterior del mismo grupo de investigacion, se sintetizaron ligantes similares
con pequefias modificaciones. De acuerdo con los resultados obtenidos en estos trabajos, se
pudo concluir que a pesar de que se piensa que las especies de tipo N2S-Cu con grupos
imidazol podrian reducir al oxigeno de una forma maés eficiente que las especies N3-Cu, aln
existen diferencias entre los modelos sintéticos y los sitios activos de las enzimas. Asi
también, notaron que funcionalizar los ligantes con grupos muy voluminosos como fenilos

no asegura que se obtenga una mejor reactividad hacia la reduccion de oxigeno®.

1.5 ANTECEDENTES DIRECTOS

Dentro de nuestro grupo de investigacion se han sintetizado y caracterizado ligantes
derivados del bencimidazol con el objetivo de mimetizar el ambiente de coordinacion dentro
de los sitios activos de las enzimas mencionadas anteriormente!®1%20, Algunos de los ligantes
propuestos para emular el sitio activo de la PHM contienen dos grupos bencimidazol que

proporcionan mayor proteccion estérica que los imidazoles. lgualmente, la capacidad
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donadora del bencimidazol es similar a la del imidazol en la histidina, esto como

consecuencia de la sustitucion de un grupo metileno en la posicién 2 del bencimidazol.

4o nAQ
o

Figura 12 Ligantes previamente sintetizados y caracterizados por Solano
Esta aseveracion se encuentra respaldada con el valor de pKa (6.15)** del par 2-
metilbencimidazolio/2-metilbencimidazol que es cercano al valor de pKa de la histidina que

se encuentra alrededor de los 6.5%.

Recientemente se sintetizé un compuesto de cobre con el objetivo de mimetizar la actividad
de la enzima LPMO frente a celobiosa como un modelo de polisacarido recalcitrante®, como

se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Ligante, complejo y especies identificadas por Neira et al. 3

En este caso el ligante tiene dos sustituyentes bencimidazol puenteados por dos grupos
metileno y un &tomo de nitrogeno, adicionalmente el nitrégeno del bencimidazol se encuentra
metilado a diferencia de los mostrados en la Figura 12. A pesar de que se forman dimeros,
pruebas de reactividad con un sustrato modelo como la celobiosa (dimero de glucosa)
mostraron resultados positivos para la degradacidn oxidativa. Por ello, se espera que este tipo
de ligantes puedan ser una alternativa interesante para la degradacion de biomasa, de manera

analoga a como lo hacen las enzimas LPMO.

1.6 |IMPORTANCIA DEL PROYECTO

Uno de los alicientes del proyecto es encontrar una metodologia viable para la degradacion
de celulosa que pueda competir con las metodologias establecidas que se detallan a
continuacion. Debido a que la celulosa es un polimero recalcitrante, el paso limitante de la
generacion de bioetanol a partir de biomasa es el pretratamiento aplicado a la materia prima,

asi como su posterior hidrolisis y fermentacion.

El pretratamiento es el paso mas complicado y costoso de la conversion de biomasa a
biocombustible y sus principales objetivos son eliminar la lignina y la hemicelulosa de la

matriz, romper la cristalinidad de la celulosa e incrementar la superficie de reaccion®.
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Actualmente, existen cuatro tipos de pretratamiento que se utilizan para tales fines, el
pretratamiento fisico, el quimico, el fisicoquimico y el bioldgico, cada uno con sus

particularidades, sus ventajas y desventajas.

Los métodos fisicos incluyen la molienda mecénica, la termolisis y la irradiacion, sin
embargo, estos tratamientos consumen mucha energia y por ende no son muy adecuados para
procesos comerciales. Los tratamientos quimicos utilizan acidos o bases para disminuir la
cristalinidad de la celulosa; los &cidos mas utilizados son H2SOa4, HCI, HsPO4 y HNO3, pero
una de sus desventajas es que se necesitan altas temperaturas para que el resultado sea
favorecedor y que se contienen subproductos inhibidores de la fermentacion. El tratamiento
fisicoquimico es una combinacion de los dos métodos mencionados anteriormente, que
resulta en mejores resultados. Por ultimo, el tratamiento bioldgico se lleva a cabo con
microorganismos, principalmente hongos o también con enzimas; no obstante, este tipo de

tratamientos a pesar de ser muy efectivos, resultan muy costosos®,
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este proyecto es utilizar los ligantes propuestos por nuestro grupo de
investigacion como plataforma de complejos de cobre como modelo inorgéanico para
mimetizar el sitio activo de las enzimas PHM y LPMO, tanto estructuralmente como en su
actividad catalitica. Los ligantes tendran dos residuos bencimidazolicos que emularan a la
histidina presente en el sitio activo, al igual que un residuo con un atomo de azufre en
diferente posicion para evaluar cdmo influye en la actividad el residuo de metionina presente
en las enzimas. Se evaluaran en un primer paso las reactividades de cada complejo de
cobre(ll) frente a diferentes agentes oxidantes y posteriormente se realizaran pruebas con

celulosa como sustrato, para comprobar que se lleva a cabo la oxidacion degradativa.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

= Sintetizar y caracterizar los ligantes derivados de bencimidazol.

= Sintetizar y caracterizar de los complejos de Cu(ll) con cada uno de los ligantes
propuestos.

= Evaluar la actividad que tiene cada uno de los complejos de Cu(ll) frente a O, y
H20./EtsN como agentes oxidantes con ayuda de técnicas espectroscopicas como
espectroscopia UV-visible, Resonancia Paramagnética Electronica y espectrometria
de masas.

= Realizar pruebas de degradacion catalitica con los complejos, con los diferentes

agentes oxidantes propuestos y celulosa.
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3 HIPOTESIS

Los complejos de cobre planteados reaccionaran con agentes oxidantes tales como oxigeno
molecular y peroxido de hidrogeno, generando asi intermediarios reactivos cobre-oxigeno
como se ha observado que sucede en las enzimas PHM y PLMO. Los intermediarios podran
ser identificados por diferentes técnicas analiticas, haciendo énfasis en espectroscopia UV-
visible a baja temperatura, espectrometria de masas por electrospray y de ser posible
mediante espectroscopia infrarroja a baja temperatura. Los intermediarios reactivos seran
capaces de degradar celulosa para de esta manera aprovechar los nuevos compuestos para

explotar biomasa.
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4 PARTEEXPERIMENTAL

4.1 GENERAL

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico de proveedores comerciales y se
utilizaron sin tratamiento previo. El 1-BOC-2-clorometilbencimidazol fue sintetizado segln
lo reportado en la literatura®, y tanto los complejos como los ligantes se sintetizaron con los
procedimientos anteriormente reportados por el grupo de investigacion®:. Los disolventes se
obtuvieron de proveedores comerciales y en los casos necesarios se destilaron por métodos
convencionales*. Para los analisis de RMN se utilizaron como disolventes CDCl3 99.8% y
CD-Cl2 99.8%, obtenidos de Sigma-Aldrich.

4.2 EQUIPOS

Los puntos de fusién se tomaron con un aparato Electrothermal Mel-Temp y no se
corrigieron. Los espectros de RMN se obtuvieron a 300 MHz con un equipo Bruker Avance
en disolventes deuterados con tetrametilsilano como referencia interna, o referenciados frente
a la sefal residual del disolvente. Los espectros de infrarrojo se obtuvieron con un
espectrofotdmetro FT-IR Bruker Tensor 27 entre 4000 y 400 cm™ como pastilla de KBr. Los
espectros de masas mediante el método FAB (Fast Atom Bombardment) se obtuvieron en un
espectrometro de masas JEOL JMS-SX-102a con un voltaje de aceleracion de 10 keV en una
matriz de alcohol nitrobencilico y &tomos de Xenon a 6 keV. Los espectros de masas con el
método ESI (Electrospray lonization) se obtuvieron con un espectrometro de masas Bruker
Esquire 6000 con ionizacidn quimica a presion atmosférica y trampa de iones. Los analisis
elementales fueron adquiridos con un aparato Thermo Scientific/Flash 2000. Los espectros
de Resonancia Paramagnética Electronica (RPE) se adquirieron en tubos de cuarzo a una
temperatura de 77 K con un espectrometro JEOL JES-TE300 en una frecuencia de banda X
(9.4 GHz) con un campo de modulacion de 100 KHz. La medida externa del campo
magnético estatico se realizd con un gaussémetro de precision JEOL ES-FC5. Para obtener
las mediciones a baja temperatura se utiliz un controlador de temperatura variable ITC. Para

la adquisicion y manipulacién de los espectros se utilizé el programa ESPRIT-328, v.1-916.
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Las mediciones de difraccion de rayos X (DRX) se realizaron con el difractometro de
monocristal marca Bruker, modelo D8 Venture, con microfuente de cobre y molibdeno. Las
estructuras se resolvieron utilizando el programa SHELXS-97. La voltamperometria ciclica
se llevo a cabo con un potenciostato CH Instruments 1200b, en una celda de tres electrodos
con un electrodo de trabajo de carbon vitreo de 3 mm de diametro, alambre de platino como
contra-electrodo y un electrodo de referencia de Ag*/Ag con una disolucién de bromuro de
tetra-n-butilamonio (BusNBr). El electrolito soporte fue hexafluorosfato de tetra-n-
butilamonio (BusNPFe) 0.1 mol L™ en 5 mL de CH3CN grado Biotech. Los potenciales
medidos al electrodo de trabajo estan referenciados al par ferrocinio/ferroceno (Fc*/Fc). La
medicion del potencial del par Fc*/Fc se realizé adicionando ferroceno a la disolucién de
electrolito al termino de cada experimento. Los experimentos de HPLC-MS se llevaron a
cabo con un cromatografo de gases Agilent 7890B, el método de ionizacion fue por

electrospray.

4.3 DEGRADACION DE CELULOSA A ESCALA PREPARATIVA

Las disoluciones blanco se dejaron en agitacion durante 24 horas antes de medirse. Las
disoluciones de las pruebas de degradacién con los complejos enlistados en la Tabla 2 y el
agente oxidante se dejaron reaccionar durante periodos de 24 y 72 horas; en el primer caso
se agregaron 30 mg de celulosa en todos los experimentos con 1 equivalente de complejo y
10 equivalentes de agente oxidante, mientras que para el segundo caso se doblaron las
cantidades, agregando 2 equivalentes de complejo y 20 de agente oxidante. Los resultados
obtenidos en los tiempos de retencion y en los espectros de masas fueron virtualmente los

mismos, cambiando Unicamente el porcentaje de celulosa sobrante en cada experimento.

Tabla 2. Complejos utilizados en el estudio de la degradacion de celulosa

[CuL!(Cl04)7](CH:CN)

[CuL2](CIO4);

{[CuL3(CI04)J(Hz0)zhn

[CuL*)(CF3S0s)2
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION

La sintesis y caracterizacion de los ligantes y sus correspondientes complejos ha sido
reportada parcialmente®*, mientras que en este trabajo se propone un ligante completamente

nuevo, cuyo esquema de sintesis se presenta a continuacion:

Boc

n Boc,O = )(oioiok N
Pu TouN
A

Cl DMF,  piara  DIPEA

Boc K,CO;5 ﬁoc N/Q
N Nal |
+ H5N
IO ST U N o S
@[N/ Cl S\ CH;CN N N

10h
reflujo S

HCl
12h
TA.

H — 4+
N N\/Q Na,CO5 N o HN\Q
C[h JLNH -~ D\ )\NH
N N ~N +NH
CIH cI

S S

/ /

Figura 14. Condiciones de la reaccion de formacion del ligante L1 3

Los procedimientos y resultados de esta sintesis y caracterizacion se puntualizan a

continuacion:

Sintesis de 1-BOC-2-clorometilbencimidazol (A): En un matraz bola provisto de agitacion
se colocaron 1.5 g (0.009 mol) de 2-clorometilbencimidazol junto con 2.15 g (0.0098 mol)

de di-terbutil dicarbonato suspendidos en 4.5 mL de DMF seco. Una vez en agitacion se
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adicion0 a la mezcla de reaccion 0.16 mL (0.0004 mol) de N,N-diisopropiletilamina y se
dejo en agitacion a 25°C durante 5 h. Posteriormente se adicionaron 0.43 g (0.0019 mol) de
di-terbutil dicarbonato y se aumentd la temperatura a 40°C y se agit6 durante 6 h. Una vez
pasado este tiempo, se agregd a la mezcla de reaccion 1.3 mL de agua destilada y se continud
la agitacion alrededor de 2 h a 40°C. La mezcla de reaccion se concentro a vacio manteniendo
la temperatura en 40°C a aproximadamente la mitad de volumen. La temperatura se redujo a
22°C, se agregaron 0.5 mL de agua destilada y 1 mL de DMF y se continud la agitacion
durante 2 h mas. En este periodo de tiempo se formé un precipitado sélido de color amarillo,
mismo que se filtro al vacid y se enjuago con agua destilada. El rendimiento de esta reaccion
fue del 80% obteniendo 1.9 g del producto final. Los valores de RMN coinciden con los
dados en la literatura: RMN *H (CDCls) § 1.73 (s, 9H), 5.06 (s, 2H), 7,37 (m, 2H), 7.37 (dd,
1H J=4.1, 0.9 Hz)), 7.98 (dd, 1H, J=4.1, 0.9 Hz).

Sintesis de bis(2-metilbencimidazol)- 2-etilaminometiltioéter (L'): A una disolucion de
acetonitrilo (40 mL) que contenia 1.5 g (0.0056 mol) de 1-BOC-2-clorometilbencimidazol,
se agregaron 0.26 mL (0.0028 mol) de 2-(metiltio)etilamina, 1.16 g (0.0084 mol) de K2CO3
y una cantidad catalitica de Nal (~20 mg) y se colocd en reflujo durante 10 h. Posteriormente
se afadi6 a la mezcla de reaccion HCI hasta llegar a pH=3 y se dejo en agitacion durante 12
h a temperatura ambiente. El s6lido resultante cristaliza por evaporacion lenta disolvente.
Los cristales obtenidos se redisolvieron en agua, se agregé Na,COs hasta llegar a pH=11y el
precipitado se filtrd y se sec6 a alto vacio. Rendimiento 76%, p.f. 127°C, IR (KBr) vmax:
3053, 2913, 2824, 1674, 1618, 1589, 1532, 1487, 1426 (intensa), 1346, 1307, 1269 (intensa),
1219, 1112, 1020, 997, 929, 842, 738 (intensa), 616, 475, 430 cm™. *H RMN (300MHz,
CDClg): 6= 2.04 (s, 3H), 2.73 (m, 2H), 2.89 (m, 2H), 3.97 (s, 4H), 7.25 (m, 4H), 7.59 (m,
4H) ppm. RMN 3C (300 MHz, CDCls): 6= 15.34, 32.50, 51.23, 52.70, 114.89, 122.45,
151.25 ppm.

Una vez obtenido el ligante se realizd su caracterizacion. A continuacién, se presentan los
espectros de RMN, espectrometria de masas DART, IR, anélisis elemental y DRX de

monocristal.
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En el caso del espectro de resonancia magnética nuclear de proton (RMN *H) para L?, Figura
15, se observa la sefial correspondiente a los grupos metileno con un desplazamiento
alrededor de 4 ppm; en la region aromatica se identifican Unicamente dos sefiales
correspondientes al bencimidazol debido a que son equivalentes. Para el grupo tioéter se
observa un desplazamiento a campo alto de protdn vecinal al S, el cual es un singulete
mientras que el metileno cercano al nitrégeno, también singulete, tiene un desplazamiento a

un campo un poco mas bajo. En la Figura 16 se muestra el espectro de RMN 13C.
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Figura 16. Espectro de RMN de carbono del ligante L1
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El espectro de masas muestra un pico correspondiente a la masa del ligante, mientras que en

el espectro de IR se observan bandas que van de 1220-1020 cm?, las cuales se asignan al

grupo bencimidazol, cuyo espectro (en rojo) tiene tres bandas de intensidad semejante
alrededor de 1069 (flexion HN-CH), 1240 (flexion) y 1258 (tension) cm™ 4L,
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Figura 17. Espectro de masas y espectro de infrarrojo para el ligante CuL'

En la Figura 18 se ilustran los cuatro ligantes con los que se trabaj6 en este proyecto junto

con las etiquetas que se utilizaran para nombrarlos a lo largo de este documento.
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Figura 18. Ligantes utilizados en este proyecto.
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En la Tabla 3 se enlistan las bandas principales de los espectros de IR para los ligantes

reportados®* y para el nuevo ligante sintetizado.

Tabla 3. Principales bandas de absorcion de los ligantes en espectroscopia infrarroja

L (cm) L2 (cm-1) L3 (cm-1) L (cm-1)
Arométicos C-H (alargamiento) 3056 3090, 3056 3094, 3057 3092, 3057
Metilenos C-H (atargamiento) 2913, 2824 2921, 2856 2919, 2828 2918
Aromaticos C-C (alargamiento) 1426 1434 1431 1433
Ar-NH, Bencimidazol (alargamiento) 1269 1272 1341, 1272 1345, 1272
Benzimidazol (exiones) 1219, 1112,1020 1218, 1119, 1022 1221, 1105,1022 1220, 1119, 1025
Arométicos C-H (fexion en el plano) 738 744 749, 706 743, 701

En la Tabla 4 se muestra el analisis elemental del nuevo ligante sintetizado. Se utilizo el

material de referencia metionina como estandar de verificacion.

Tabla 4. Andlisis elemental del ligante L

Valor N [%] C [%] H [%] S [%]
Teorico 19.93 64.93 6.02 9.12
Experimental 18.35 60.74 5.69 6.54

Para sintetizar los complejos de cobre(ll) se eligieron sales de cobre que tuvieran contraiones
labiles, por lo que se utilizaron Cu(ClO4)2.6H20 y Cu(SO3CF3).. Los complejos tienen como
caracteristica ser muy polares por lo que son solubles en disolventes polares como
acetonitrilo o metanol. El complejo de Cu(ll) con el ligante L se sintetizd de acuerdo con el

siguiente esquema y con la siguiente descripcion del procedimiento:

Sintesis de [CuL(ClO4)2](CH3sCN): Se utilizaron cantidades equimolares de la sal de cobre
Cu(ClO4)246H20 y el ligante L!, las cuales se disolvieron en acetonitrilo y se dejaron en

agitacion durante 12 h a temperatura ambiente; posteriormente se evapord el acetonitrilo a
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presion reducida, se agregé dietiléter para favorecer la precipitacion del complejo, y por
altimo se filtr6 y seco a presion reducida. Rendimiento: 92%, p.desc. 220°C. Analisis
elemental obtenido C, 39.89; H, 3.57; N, 11.82; S, 3.7; calculado para C21H24Cl2CuNsQOsS:
C, 38.51; H, 3.69; N, 12.83; S, 4.89. Espectrometria de masas FAB* m/z = 414 [L!Cu]", IR
(KBr) vmax: 3225, 2924, 1596, 1545, 1474, 1450, 1384, 1324, 1277, 1223, 1068 (intensa),
025, 847, 743 (intensa), 619 (intensa), 460, 428 cm™. Absorcion UV-Visible en acetonitrilo,

Amax. 625 nm. Recristalizacion: acetonitrilo t.a.

- 2+

H
N N/Q
— | N.
©:N/ N_}NH + Cu(ClOy);6H,0 3 | HNY Cu 2C104
/ )
/S k/

Figura 19. Diagrama de la reaccion de formacién del complejo CuL!

El compuesto resultante se caracterizd6 mediante espectrometria de masas FABY,
espectroscopia infrarroja (Figura 20), analisis elemental, EPR y difraccion de rayos X de

monocristal.
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Transmitiance (%]

80

En la Tabla 5 se comparan las vibraciones del ligante a las del complejo de Cu(l1)*%; como se
puede observar, en todas las bandas ocurre un desplazamiento a energias mas altas
corroborando que se lleva a cabo la coordinacion del cobre debido a la estructura rigida del

complejo a comparacion del ligante libre. También se observa una banda en 1068 cm™

85
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HN ‘(;c;u DN\/_;NHJ
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N
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Lxact Mass: 414.08 |

Pico experimental

414

4000

Wavenumber cm-1

Figura 20. Espectro de masas FAB* y espectro de infrarrojo del complejo CuL!

caracteristica de la vibracion CI-O proveniente del contraion perclorato.
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Tabla 5. Comparacion de las bandas de absorcion infrarroja entre el ligante L' y el complejo CuL!

L' (cm") CuL' (cm)
Aromaticos C-H (alargamiento) 3056 3225
Metilenos C-H (alargamiento) 2913, 2824 2924
Aromaticos C-C (alargamiento)) 1426 1474, 1450
Ar-NH, Bencimidazol (alargamiento) 1269, 1219, 1112, 1020 1384, 1324, 1277
Cl-0 1068
Aromaticos C-H (alargamiento) 738 743,619

Los resultados del anélisis elemental se describen en la Tabla 6.

Tabla 6. Anélisis elemental del complejo CuL!

Valor N [%] C [%] H [%] S [%]
Teodrico 12.83 38.51 3.69 4.89
Experimental 11.82 39.89 3.57 3.7

En cuanto a la caracterizacion por Resonancia Paramagnética Electrénica, la medicion se
realizd a 77 K en solucion de acetonitrilo. En la Figura 21 se observa la forma caracteristica
del Cu(Il) con geometria axial, lo cual hace referencia a una geometria de piramide de base

cuadrada o un octaedro distorsionado, con valores de g, =2.380, g, =2.053y A, =15.3455

mT43
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Figura 21. Espectro de RPE del complejo CuL' en una disolucion de CH3sCN 0.002 mol L' a 77 K

También se logré obtener la estructura en estado sélido por difraccion de rayos X de
monocristal. Se observa que en efecto se trata de un octaedro distorsionado con los nitrégenos
de los dos imidazoles, el nitrégeno central del ligante y una molécula de acetonitrilo
coordinadas de forma ecuatorial, mientras que un ion perclorato se coordina de manera axial
al igual que el azufre del residuo tioéter, Figura 22.

Figura 22. Estructura de rayos X del complejo CuL'. Diagrama ORTEP al 50% de probabilidad
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Tabla 7. Distancias y angulos de enlace del complejo CuL!

Distancias CuL'[A]
Cu(1)-N(1) 2.128(5)
Cu(1)-N(3) 1.955(2)
Cu(1)-N(5) 1.960(5)
Cu(1)-N(6) 2.021(6)
Cu(1)-S(1) 2.646(2)
Angulos CuL'[]

N(3)-Cu(1)-N(6) 97.4(2)

N(1)-Cu(1)-N(5) 82.9(2)

N(5)-Cu(1)-N(6) 96.9(2)

N(1)-Cu(1)-S(1) 86.50(16)

100" cul 1mMen CHZCN
0.0 4 —
_ -l0x10°+
-2.0x10°
-3.0x10° T T T |
0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
E(V/Fc'-Fc)

Figura 23. Voltamperograma catédico de CuL' (vs Fc*/Fc) a una concentracion de 0.001 mol L-*, en CHsCN electrodo de trabajo vitreo
y electrolito soporte hexafluorofosfato de tetrabutilamonio, concentracion 0.1 mol L

Se realiz6 también la voltamperometria ciclica de L' y del complejo CuL! para determinar el

potencial de reduccion del par Cu'/Cu'". Las condiciones experimentales fueron iguales a las
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realizadas anteriormente para la caracterizacion de los otros complejos con el objetivo de
realizar una comparacion certera. En la Tabla 8 se enlistan los potenciales anddicos, catddicos
y de media onda de todos los complejos referenciados a al par ferrocinio/ferroceno (Fc*/Fc).

Tabla 8. Potenciales de media onda para los complejos CuL!, CuL2, CuL®y CulL* (vs Fc*/Fc)

Epa (V) Epc (V) Ei2 (V)
[Cu(CH;CN){JCIO, 076 055 065
Cul! 0.21 0.06 0.13
CulL23 -0.06 -0.17 -0.12
Cul33 -0.01 -0.16 -0.09
CulL434 0.04 -0.19 -0.08

El potencial de media onda del complejo CuL! es 0.13 V, lo que indica que tiene mayor
tendencia a la reduccion de Cu*?a Cu* que el resto de los complejos en la Tabla 8. Siguiendo
esta tendencia se encuentran CuL* CuL®y CuL? los cuales tienes potenciales negativos,
siendo el CuL? el menos favorable hacia la reduccion. El potencial de reduccion del complejo
CuL! implica que posee una menor estabilidad en su estado oxidado, siendo el complejo que
puede aceptar electrones mas facilmente, pudiendo esto relacionarse con la presencia del
atomo de azufre coordinado al cobre. En teoria cuando el azufre se encuentra coordinado al
atomo de cobre, se estabiliza el estado de oxidacion Cu(l), y al coordinarse con molécula de
O2 la interaccion Cu-S desaparece. Esto puede ser posible debido a la flexibilidad y potencial
labilidad del brazo que contiene el residuo de azufre. Teniendo esto en cuenta, se esperaria
que al realizar pruebas de oxidacion para algun sustrato utilizando O como agente oxidante,
el complejo CuL? tuviera la mejor actividad, debido a que puede reducirse a Cu(l) mas

facilmente, volviéndolo maés reactivo.

En resumen, los complejos utilizados para realizar las pruebas de reactividad junto con sus

parametros mas importantes ya reportados se presentan en la Tabla 9.
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Tabla 9. Nombre de complejos utilizados y su composicion

Férmula quimica

CulL! [CuL'(Cl04)2](CHsCN)
Cul23 [CuL?|(CIOs)2
CuL3 {[CuL3(ClO4)2)(H20)2}n
CulL43 [CuL*](CFsS0s)2

Se obtuvieron las estructuras de rayos X de monocristal para los complejos nombrados Cul!
y CuL3® **. Ambos poseen geometria octaédrica distorsionada, CuL® posee el ligante
coordinado de manera ecuatorial al igual que una molécula de acetonitrilo, y posee un ion
perclorato coordinado de manera axial. En cuanto a CuL?®, de igual forma tiene al ligante
coordinado de forma ecuatorial junto con una molécula de agua, y de manera axial tiene a
ambos iones perclorato, que actian como puente entre diferentes unidades. Cabe destacar
que para el complejo CuL? el dtomo de azufre del tioéter se encuentra coordinado al atomo
de cobre de forma axial, mientras que en el caso de CulL® esto no sucede, lo cual puede

atribuirse la pobre capacidad donadora del tiofeno, Figura 24.

Figura 24. Diagrama ORTEP al 50% de probabilidad para el complejo CuL3. (O3 corresponde a una molécula de agua y O1 proviene
de otro anion perclorato) 3
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Adicionalmente se muestran las estructuras obtenidas anteriormente3* de los complejos de
Cu(Il) con los ligantes faltantes con otros contraiones, para tener una referencia visual en la
Figura 25.

Figura 25. Diagramas ORTEP al 50% de probabilidad para los complejos CuL* y CuL2 (nombrados C2y C%en la tesis
correspondiente) (O1 es una representacion incompleta del anion perclorato)34

En todos los casos, los cuatro complejos presentan sefial en EPR en acetonitrilo a 77 K, por

lo que en disolucion los complejos deben encontrarse en forma monomérica.
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5.2 PRUEBAS DE REACTIVIDAD

5.2.1 Pruebas de espectroscopia UV-vis

Con el objetivo de identificar un posible intermediario reactivo Cu-O, se llevé a cabo la
reaccion de los complejos anteriormente descritos con diferentes agentes oxidantes y se
siguié por espectroscopia UV-vis para identificar posibles cambios en los espectros de
absorcion. En el primer experimento realizado, se realizd la reduccion in situ de los
complejos de Cu(ll) con un ligero exceso (1.5 equivalentes) de ascorbato de sodio para
asegurar la reduccién. Los complejos se analizaron en disolucion de acetonitrilo a diferentes
concentraciones para identificar todos los cambios posibles a diferentes longitudes de onda
y a una temperatura de -30°C. Una vez observada la reduccion, se burbuje6 en la misma celda
espectrofotométrica O. durante aproximadamente 1 minuto, y posteriormente se tomaron

mediciones a diferentes tiempos para observar posibles cambios en la Figura 26.
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5.2.1.1 0;como agente oxidante

1
CuL 1mM 25°C t=0

1
5x10° - CuL” 1mM 1.5 eq NaAsc 25°C t=0
cut 1mM 1.5 eq NaAsc -30°C t=10 min
5 CuLl 1mM 1.5 eq NaAsc -30°C O, t=10 min
4x10” 1 _
CuL™ 1mM 1.5 eq NaAsc -30°C O, t=20 min
3x10°
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Figura 26. Espectros de UV-vis del complejo CuL' con concentracion 1 mM en disolucién de CHsCN a -30°C

Se analizaron los resultados para CulL!, CuL® y CuL* en los tres casos el cambio mas
evidente es la reduccion de Cu(ll) a Cu(l), ya que las bandas que se encuentran entre 625-
640 nm producidas por las transiciones d-d desaparecen después de la adicion de ascorbato
de sodio a temperatura ambiente. Después de burbujear dioxigeno a -30°C no se observan
cambios significativos incluso después de 20 min. A pesar de ello, en la Figura 27 se puede
observar la aparicion de una banda en 481 nm para el caso del complejo CuL®, mientras que

en la Figura 28 se observa una banda analoga en 460 nm para CuL*.
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5x10 cuL” 1mM 1.5 eq NaAsc 25°C t=0
CuL3 1mM 1.5 eq NaAsc -30°C t=10 min
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Figura 27. Espectros de UV-vis del complejo CuL3 con concentracion 1 mM en disolucién de CHsCN a -30°C
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Figura 28. Espectros de UV-vis del complejo CuL* con concentracion 1 mM en disolucion de CH3CN a -30°C
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Estudios previos han reportado la aparicion de una banda alrededor de los 430 nm en
complejos de cobre con ligantes tripodales tetradentados que han sido adjudicados a la
formacion del aducto Cu(ll)-superoxo con un arreglo terminal®4* y cuya formacion fue
corroborada por otros métodos analiticos. Sin embargo, las bandas reportadas poseen una
absortividad mayor y también para dichos complejos aparecen otras bandas en energias mas
bajas, por encima de 500 nm. A pesar de las diferencias mencionadas, no se debe de descartar
la posible formacion de una nueva especie cuya estructura quedaré pendiente por determinar.
Debido a la baja intensidad de las bandas observadas, se opt6 por utilizar un agente oxidante

diferente y realizar los experimentos correspondientes.

5.2.1.2 H>0, como agente oxidante

Se eligio el peréxido de hidrogeno como agente oxidante por encima de otros como
hipoclorito de sodio, ya que es mas benigno con el medio ambiente. Se sabe que la capacidad
oxidativa del peroxido de hidrégeno aumenta con la basicidad de su ambiente*>, por lo que
se eligid trietilamina como base, la cual puede imponer un pH de 10.75 en disolucion acuosa.
Los experimentos se llevaron a cabo con disoluciones tanto de acetonitrilo como de metanol
a -30°C y -80°C respectivamente. La mezcla oxidante se prepar6 con H20. al 30% en

disolucién acuosa.

El experimento realizado con el complejo CuL! a -30°C con concentracion 1 mM fue dificil
de monitorear ya que al exceder los 10 equivalentes de mezcla oxidante la sefial se satura, lo
cual se atribuye a la formacion de un precipitado muy fino que hace turbia la disolucion.
Posiblemente el precipitado formado sea Cu(OH)2, cuya precipitacion es factible debido a la
presencia de EtsN. Sin embargo, como se muestra en la Figura 29, al agregarse 6 equivalentes
de H2O2/Et3N, alrededor de los 560 nm aparece una nueva banda.
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Figura 29. Espectros UV-vis del complejo CuL' con concentracion 1 mM en disolucién de CHsCN A -30°C

Para el complejo con concentracion 30 umol, en la figura 30 se observa la desaparicion de la
banda en 230 nmy la formacion de un hombro alrededor de los 200 nm, igualmente la banda
que aparece en 272 nm tiene un desplazamiento al rojo. Estas bandas corresponden a las
transiciones n-n de los bencimidazoles del ligante, los cambios descritos posiblemente se

deban a un cambio en la coordinacion del complejo.
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Figura 30. Espectros UV-vis del complejo CuL' con concentracion 30 ymol en disolucion de CH3CN a -30°C

En el caso del complejo CuL?, el monitoreo fue dificil tanto en la disolucion concentrada
como en la diluida ya que la sefial se satura en ambos casos. En la Figura 31 se muestra el
espectro de la disolucion menos concentrada en donde se identifica de nuevo la formacién
del hombro ya mencionado alrededor de los 200 nm, mientras que también se observa la

reduccion de una banda cerca de los 240 nm.
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Figura 31. Espectros UV-vis del complejo CuL? con concentracion 30 umol en disolucion de CH3CN a -30°C

Para el complejo CuL* se observa en la Figura 32 un desplazamiento hipsocromico de la

banda de absorcion d-d en 650 nm, posiblemente debido a cambios en el entorno de

coordinacion del complejo.
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Figura 32. Espectros UV-vis del complejo CuL4 con concentracion 1 mM en disolucion de CHsCN a -30°C

Adicionalmente en la Figura 33, se muesta la formacion del mismo hombro cerca de los 200
nm.
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Figura 33. Espectros UV-vis del complejo CuL* con concentracion 30 ymol en disolucion de CH3CN a -30°C

Debido a que los cambios observados en los experimentos realizados con acetonitrilo a -30°C
son muy sutiles, se propuso realizar los mismos experimentos en metanol como disolvente,
para de este modo poder trabajar a temperatura mas baja, y potencialmente estabilizar los

intermediarios que puedan formarse.

En la Figura 34, antes de adicionar la disolucion de H,O2/EtsN en acetonitrilo a una
concentracion de 30 umol, se observa una banda en 715 nm, la cual desaparece y da lugar a
la formacion de otra banda en 546 nm; se realizé también un experimento a una concentracion

mas baja, sin embargo, no se detectaron cambios.
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Figura 34. Espectros UV-vis del complejo CuL' con concentracion 1mM en una disolucién de MeOH a -80°C

Para el complejo CuL? a -80°C (Figura 35) el espectro se mantiene sin cambios hasta la
adicion de 4 equivalentes de agente oxidante; a partir de esta adicion se observa la

desaparicion de las bandas en 372 y 393 nm y aparece una banda adicional en 382 nm.
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Figura 35. Espectros UV-vis del complejo CuL2 a una concentracion 1 mM en una disolucion de MeOH a -80°C

En los espectros correspondientes al complejo CuL® (Figuras 36 y 37), se observan 3 bandas,
una en 197 nm, un hombro en 238 nm y otra en 700 nm. Después de agregar 6 equivalentes
de mezcla oxidante, se observan las desapariciones de las tres sefiales y la formacion de una
banda en 203 y otra en 604 nm. Esta Gltima bien puede corresponder al desplazamiento

hipsocrémico de la banda original en 700 nm.
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Figura 36. Espectros UV-vis del complejo CuL? con concentracion 1 mM en disolucion de MeOH a -80°C
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Figura 37. Espectros UV-vis del complejo CuL? con concentracion 30 umol en disolucion de MeOH a -80°C
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En el espectro del complejo CuL* de igual forma se observa un desplazamiento a menores
longitudes de onda, que da como resultado la banda en 611 nm y la aparicién de un hombro

en 347 nm.

4
CuL 1 mM -80°C t=0

4
CuL 1 mM 4 eq HyOo/Et3N -80°C t=5 min

4
CuL" 1 mM 6 eq HyOo/EtgN -80°C t=5 min

4
CuL 1 mM 8 eq HyOy/EtgN -80°C t=5 min

4
CuL 1 mM 10 eq HyO5/EtgN -80°C t= 5 min

4
CuL 1 mM 10 eq H»O5/Et4N -80°C t= 10 min
2.0x10° 2¥2=3

4
CuL 1mM10eq H202/Et3N -80°C t= 20 min

e (M*cm™?)

e
Ll T 1
500 750 1000

Longitud de onda (nm)

0.0

Figura 38. Espectros UV-vis del complejo CuL* con concentracion 1mM en disolucién de MeOH a -80°C

En todos los casos, al agregar mas de 10 equivalentes de H,O2/Et3N el espectro se satura. En

la Tabla 9 se resumen los cambios observados para todos los complejos.

Tabla 10. Bandas de absorcién en UV-vis de los complejos antes y después de la adicion de H202/EtsN

Bandas iniciales Después de la adicién de H202/EtsN
CuL! 715nm 546 nm
CuL? 372 nm 393 nm 382 nm
Cul3 197 nm, h238 nm 700 nm 203 nm 604 nm
CuL# 690 nm 347 nm 611 nm
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Existen reportes de complejos de Cu(ll) con ligantes tripodales N2S que presentan bandas
similares a las descritas, cercanas a los 350 nm y 600 nm*"*® y que han sido caracterizados
con diferentes métodos espectroscépicos. Dichos complejos son efectivamente aductos
mononucleares de cobre-oxigeno, siendo la especie identificada Cu(ll)-hidroperoxo terminal.
En estos casos la banda cercana a 350 nm se asigna como la transferencia de carga de la
especie hidroperoxo al cobre; no obstante, existen también reportes de especies dinucleares
de cobre de forma LCu(u-n%m?-02)CuL*, en donde se asigna una banda intensa en 395 nm

a la especie dimérica.

5.2.2 Pruebas de Resonancia Paramagnética Electrénica

Se realizaron pruebas de resonancia paramagnética electronica para descartar o confirmar la
presencia de dimeros y para elucidar cambios en la geometria de los complejos después de

la adicion de la mezcla oxidante.

Los complejos de Cu(ll) presentan una sefial en RPE congruente con una geometria axial
distorsionada, con g, > g, > 2 para todos los casos. En la Figura 39, se muestra el espectro
de RPE del complejo CuL?, los valores de g y de la constante de acoplamiento antes de
adicionar algin agente oxidante, son g, = 2.380, g, = 2.053 y |A|= 15.3455 mT. Después
de la adicion de 10 equivalentes de H202/Et3N en acetonitrilo, existe un cambio evidente en
la geometria, ya que pasa de ser un octaedro distorsionado o una piramide de base cuadrada

a ser isotropica.
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Figura 39. Espectros de RPE del complejo CuL' antes y después de la adicion de H202/EtsN

El hecho de que exista sefial a pesar de haber agregado la mezcla oxidante es una prueba de
que no existe acoplamiento antiferromagnético entre dos nucleos de cobre, por lo que se
descarta que existan especies diméricas. EI comportamiento en general de los cuatro
complejos es similar al del complejo CulL?, sin la formacién de dimeros en ninguno de los
casos. En la Tabla 11 se enlistan los parametros determinados para todos los complejos, antes

y después de la adicién de perdxido de hidrégeno.

Tabla 3. Parametros estructurales en RPE de los complejos CuL', CuL?2, CuL3y CuL* antes y después de la adicién de H202/EtsN

CuL"en MeCN a 77K CuLr en presencia de
Hz202/Et:N en MeCN a 77K
gn 91 A (mT) g
CulL! 2.380 2.053 15.346 2.1062
Cul2 2,529 2.076 12.500 21072
Cul3 2.369 2.069 16.777 2.1017
CulL# 2.275 2.060 14.645 2.1028
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5.2.3 Espectrometria de masas

Adicionalmente, se realizaron analisis de espectrometria de masas con ionizacion por
electrospray de algunos de los complejos en presencia de la mezcla oxidante. Se eligieron los
complejos que presentaron mayor definicion en las bandas formadas observadas por
espectroscopia UV-visible. Estas pruebas se realizaron en disolucién de metanol con una
concentracion 2 mM, la mezcla oxidante se agrego a baja temperatura en un bafio de hielo
seco/acetona (-78°C) y la medicidn se realiz6 al momento. Se adicionaron 15 equivalentes

del agente oxidante para asegurar que la formacidn de la especie reactiva se llevara a cabo.

-1+
CI04
HN\( c:r"'I
Moy :4)/
BV
”° CIO
Exact Mass: 513.03 H /N Cu

NH

513.1 l\/”

Exact Mass: 530.02
530.3
558.2
543.2
4953  507.2 U Mf
Mﬁ...r.ww ’ \,...oﬂ WAJW.M.’.)JW J M
500 520 540 560 mi

Figura 40. Espectro de masas ESI* del complejo CuL' en presencia de 15 equivalentes de H202/Et3N a -78°C

En la Figura 40 se observa el espectro obtenido de la reaccion de CuL! donde, de acuerdo a
las masas y los patrones isotopicos observados, se identificaron dos especies de cobre. Para
el pico en m/z = 530 se propone una especie Cu-OH con el atomo de cobre en un estado de
oxidacion +2, mientras que para el pico en m/z = 513 se propone el complejo con un
perclorato Unicamente. En cuanto a los resultados obtenidos con el resto de los complejos,

no se lograron observar masas que coincidieran con alguna especie Cu-O, por lo que se
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buscard cambiar de método de ionizacion, o de condiciones de reaccion para obtener

resultados mas favorecedores.

5.3 PRUEBAS DE DEGRADACION

Se realizaron también pruebas de degradacion con celulosa como sustrato para comprobar
que los compuestos de Cu(ll) propuestos son una buena alternativa a los procesos de
pretratamiento de biomasa para su degradacién oxidativa, y de igual forma identificar cuél

de los cuatro complejos propuestos es la mejor opcion para tal objetivo.

Las pruebas se realizaron a temperatura ambiente en medio acuoso. De igual forma se
hicieron pruebas blanco con celulosa para diferenciar los posibles productos que no
corresponden a la degradacién realizada por los complejos. A continuacidn, se enumeran las

pruebas realizadas en total.

e Celulosa (10 eq)

e Celulosa (10 eq) + H2O2/EtsN (10 eq)

e Celulosa (10 eq) + CuSOa4 (1 eq)

e Celulosa (10 eq) + H202/EtsN (10 eq) + CuSOa4 (1 eq)
e Celulosa (10 eq) + CuL" (1 eq)

e Celulosa (10 eq) + H202/EtsN (10 eq) + CuL" (1 eq)

Inicialmente las pruebas se dejaron en agitacion durante 24 h, después de este periodo se peso
la cantidad de celulosa sobrante para determinar la cantidad de materia solida degradada. La
disolucién resultante se filtro sobre celita para remover las especies de cobre e identificar
unicamente los productos organicos. Las mismas pruebas se realizaron por segunda vez, pero
esta ocasion, al terminar las 24 h se agreg6 un equivalente mas de complejo de cobre y de
mezcla oxidante y se dejo en agitacion para un tiempo total de 72 h. Una vez filtradas las
disoluciones, se realizaron analisis por HPLC-MS para identificar los productos. En la Tabla

12 se muestra la cantidad de materia degradada al termino de los experimentos.
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Tabla 4. Porcentajes de la masa de celulosa consumida para cada complejo CuL" (n =1, 2, 3y 4) y la mezcla de complejo y agente
oxidante, al término de 24 y 72 h

% consumido después de 24* % consumido después de 72*

CulL! 1.6 92
CuL'*H,0,/Et:N 7.9 26.9
Cul? 6.6 10.0
CulL2*H,02/EtsN 12.3 14.0
Cul3 15.9 25
CulL3*H,0,/EtsN 30.6 67.4
CuL* 19.5 35.0
CulL**H,02/EtsN 17.6 362

*Las mezclas de reaccion en ambos casos se pusieron en agitacion constante a temperatura ambiente en un medio acuoso

Como puede observarse, en todos los casos se consumio celulosa, inclusive cuando no se
agregd6 agente oxidante. No se descarta por ello la posibilidad de que dentro de la mezcla de
reaccion existan azucares reductores que podrian reducir Cu(ll) a Cu(l). Los complejos de
Cu(l) podrian estar reaccionando con O del medio ambiente, activandolo para llevar a cabo
la degradacion oxidativa de la celulosa. No obstante, se observa una mayor actividad en casi
todos los casos cuando se agrega perdxido de hidrégeno y trietilamina, y también cuando se
agrega un equivalente méas de complejo de Cu y de agente oxidante a la mezcla se reaccion.

El complejo CuL? por si solo es el que muestra menor porcentaje de degradacion después de
24 h, y es el complejo que tiene el potencial de onda mas positivo (0.13 V) por lo que también
es el mas propenso a reducirse. La poca eficacia que tiene este compuesto hacia la
degradacion de celulosa podria explicarse con la coordinacion que existe entre el atomo de
cobrey el de azufre. El grupo de investigacion de Tolman reportd que el residuo de metionina
en las especies biomiméticas de la enzima PHM poseia la capacidad de estabilizar las
especies de cobre I, haciéndolas menos reactivas hacia el oxigeno. Aunado a esto, la especie
oxidante predominante en la mezcla de reaccion es el peroxido de hidrdgeno, el cual
reacciona preferencialmente con especies de cobre en su estado oxidado, por lo que la
reduccion a Cu(l) puede ser un factor importante en el bajo porcentaje de degradacion que se

observa. Por otro lado, el complejo que mostré un mayor porcentaje de degradacion por si
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solo es el CuL*; este complejo tiene el segundo potencial de reduccion mas alto (-0.08 V) de
los cuatro complejos, por lo que en comparacion con las especies CuL® y CuL?, este es mas
propenso a reducirse, pero a diferencia del complejo CuL?, el complejo CuL* no tiene 4tomos
de azufre en su composicién, por lo que estos no disminuiran su reactividad frente a oxigeno
molecular cuando se reduce a Cu(l). EI complejo CuL® es la especie que tuvo mejor
rendimiento en presencia de la mezcla oxidante H2O2/EtsN debido a que no se reduce tan
facilmente (-0.09 V) y a que el a&tomo de azufre forma parte del tiofeno no es coordinante
hacia el a&tomo de cobre. No asi el complejo CuL?, cuyo atomo de azufre es més accesible a
la coordinacion con el cobre por lo que si puede llegar a estabilizar las especies de Cu(l) e

inhibir parcialmente su reactividad.

Los resultados obtenidos de las pruebas blanco en HPLC-MS muestran que no existe ningin
tipo de descomposicion en la celulosa, ya que no se ven ningn cambio en los tiempos de
retencion (ver anexo), a diferencia de los resultados obtenidos para los complejos y en

presencia de la mezcla oxidante.

Para todos los complejos se observa que existen diferentes especies a diferentes tiempos de
retencion; se seleccionaron los picos mas relevantes y se propusieron especies segun las
masas determinadas. Las especies propuestas son, ya sea fracciones de celulosa como
celobiosa o celotriosa®, aldehidos y cetonas producto de la oxidacion en las posiciones 1y
42151 derivados de furanosas®?, especies que ya han sido confirmadas como productos de

degradacion de celulosa® y sus posibles derivados.
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5.3.1 Resultados de los estudios de degradacién para Cul!
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+ +
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5.3.2 Resultados de los estudios de degradacidn para Cul! + H,02/ EtsN
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Ademas de las moléculas propuestas como productos de degradacion de la celulosa, se
detectaron también las masas correspondientes al ligante y a algunas fracciones de este. Esto
puede deberse al pretratamiento dado a las mezclas de reaccion, ya que se filtraron por Cz:A
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(celita) lo que podria ocasionar la fragmentacion de los ligantes, ademas de sufrir dafio
oxidativo después de prolongados tiempos de reaccion. Segun los resultados obtenidos para
este complejo, se observa que ocurre mas fragmentacion en los experimentos realizados solo
con el complejo y no con la combinacién complejo/mezcla oxidante. También se hacen
diferentes propuestas para la misma relacion m/z, ya que sin mas informacion (por ejemplo,

RMN), no se puede tener certeza sobre su identidad.

5.3.3 Resultados de los estudios de degradacién para Cul?

=mlz [Moléculas propuestas + H/Na/K]*
100-200 &
OH, SH,
Hom HO Q
HO HO OH
OH OH
Exact Mass: 165.08 Exact Mass: 181.07
200-300 OH HO Na._+
W OH 0 oH OH
2 (0] o) Na o) (o}
w \ / / \ o S | HOo 0 AL )
(0] OH
OH HO OH
Exact Mass: 261.10 Exact Mass: 277.07 Exact Mass: 299.07
300-400

OH
o OH
OH
"o o A\ 0H+H20m HO OH
OH 0 ’ R o
OH OH

Exact Mass: 307.10 Exact Mass: 327.13

H
oL
OH Na
Na—0 0 0 \
HO 0. AL
OH

Exact Mass: 335.07
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5.3.4 Resultados de los estudios de degradacion para Cul? + H20,/ EtsN
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OH; i o o] O™\
7 / H
AL A S SN W -
Ho - o@ on | o
on O
Exact Mass: 261.10 Exact Mass: 263.08 Exact Mass: 269.07
o
(o] o OH OH
d \ /Ho OH Yo 0
HO (0] HO 0 \
Hot OH OH \
Na OH, OH,
Exact Mass: 269.06 Exact Mass: 269.12 Exact Mass: 277.09
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H HO
o 0K \/zﬁ—(?h
Na
H o\/[o}\/o\/&ji , o//Q\/O N !

Exact Mass: 277.05 Exact Mass: 277.07
OH OH
o 0}
HO HO'
A
OH N OH
QH; OH,
Exact Mass: 277.09 Exact Mass: 277.09

300-400 nz
o
N NH
OH H
o OH
HO oHO ol
HO
OH
Exact Mass: 341.11 Exact Mass: 312.15
400-500 Na
(0] +_Na
Na\é o [e] HO (0]
(o} o HO o
H/\I/&m Z OH ° \_/
OH OH
Exact Mass: 427.12 Exact Mass: 481.09
+
. OH,
OH, OH o o)
o) 7 HO (o)
HO I} \ / OH 7
OH
OH OH
Exact Mass: 439.14 Exact Mass: 447.11
K_+
“OH
o]
HO 9 HO 0 0 o
HO o d / Y
OH 4
OH
Exact Mass: 489.10
500-600

Cl) OH
o)
0} 0 +
7 HO L
°mc 9 AONa
0 HO
OH OH
OH

Exact Mass: 519.10
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600-700 o
OH OH d
o] (o]
Ho0 O Ho 0
OH OH

OH

Exact Mass: 613.20
700-800

Na

OH OH
Na_.. OH OH
o © % Ho © o
OH OH
OH OH
Exact Mass: 707.16
i OH oH OH
N
o OH ° Ho OH 0
OH OH
Exact Mass: 745.24
? OH ? OH
N
g o} HO o 0] HO o 0 \
0 0 0 o) \ / ©
(0} [0}
Exact Mass: 789.17
v OH T on §
\,
HO 0 Y 0 0 \ 7/
OH | HO OH |
(o] (0}

Exact Mass: 773.14

7

Para este complejo se puede observar mayor fragmentacion en las pruebas con el complejo

y la mezcla oxidante, comparado con la reaccion con solo el complejo; ademaés, casi todas

las especies identificadas son cadenas de glucosa de hasta 5 miembros con derivados de

furanosas.
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5.3.5 Resultados de los estudios de degradacion para Cul3
=m/z [Moléculas propuestas + H/Na/K]*
200-300
H OH g
Na/ ©[ /> ‘N’ N jij
OH OH
Exact Mass: 241.03 Exact Mass: 278.14
300-400
OH ) /> 4 jij
OH (o}
(0]
Exact Mass: 374.14

Exact Mass: 305.09

400-500

Exact Mass: 437.13

500-600

Exact Mass: 505.18
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5.3.6 Resultados de los estudios de degradacion para CulL® + H20,/ EtsN

=m/z [Moléculas propuestas + H/Na/K]*
100-200 0]
0]
QH
o + OWO“H
Exact Mass: 163.06 Exact Mass: 131.03
200-300 nz
+
- :
N NH OH o H, H
H,0 o N N
ST AR SN
\ OH N N N
Exact Mass: 244.09 Exact Mass: 259.08 Exact Mass: 278.14
Na\ o OH
HO Q 0 007 o/\{?Aé/Na
HO o / d \ /
OH
OH
Exact Mass: 287.07 Exact Mass: 293.06
OH
HO OH o O Na
\ALO d H
OH
OH
Exact Mass: 293.08
300-400 OH

H, H
o OH @E'ﬂ NQ
HO
oj/ﬁr° HO 0 . NhN/—<\N
OH HO o A N on
VY OH o) 2 =
= /OH (o] \

Exact Mass: 374.14

Exact Mass: 305.09 Exact Mass: 305.09

Na, P OH
\f 0
0] HO 0—Na
H 0 d
HO OH
OH

Exact Mass: 387.09
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400-500 OH, o OH, o
o] OH
0} 0. o (o]
Hom o O)bom 0 0*0
HO (o] 0= o
~\ w \_J ~ d L
OH OH

Exact Mass: 437.13 Exact Mass: 433.10

K_+
“OH
o OH
HO HO 0 0 o
HO o ) / 7
OH V4
OH

Exact Mass: 489.10

500-600 OH OH
OH
0} o +
HO (o) T
Hamow MO Na
OH OH
OH
Exact Mass: 525.14
700-800

OH OH
Na_, o OH OH o
CH) OHO o 0} HO omo
o}
HO OH o HO OH o
OH OH

Exact Mass: 797.23

En este caso se puede observar un mayor nimero de especies en la degradacion con complejo
y H202/Et3N, ademas de asignar las masas en m/z = 241 y 163 como &cido aldénico®® y

levoglucosano®, especies que han sido reportadas como productos de degradacion oxidativa

de celulosa.
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5.3.7 Resultados de los estudios de degradacion para Cul*

=m/z [Moléculas propuestas + H/Na/K]*
100-200 OH
HO N0=Na
o
OH

Exact Mass: 185.04

200-300 H,
N

+

P PPN N N H
Na~ Y Y O—Na +> <
OH OH Q) ©[N/ N \Njij
H

Acido aldénico

Exact Mass: 241.03 Exact Mass: 238.13 Exact Mass: 278.14
Exact Mass: 293.08 Exact Mass: 293.06

300-400
/> \ / (\ I>Na +
woh : ) w
Exact Mass: 337.08 Exact Mass: 368.19 Exact Mass: 385.07
H
N° OH H
(L~

Exact Mass: 384.18

700-800 No

OH OH
N o OH OH
Q HO o O Ho o V@
0 0 0 0
HO OH HO OH
OH OH
Exact Mass: 711.19
OH OH
Na, o OH OH o
H o 0 A Jo oX}Ao
HO OH % Ho OH 0 /
OH OH

Exact Mass: 797.23
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800-900 Na  OH oH OH oH OH
\+
o
HO OH © Ho OH % Ho OH  Na
OH OH

Exact Mass: 873.25

5.3.8 Resultados de los estudios de degradacion para Cul* + H,0,/ EtsN

= m/z [Moléculas propuestas + H/Na/K]*
100-200 o
o)
OH
o + |HO O=Na
OH OH, d H
Levoglucosano OH
Exact Mass: 163.06 Exact Mass: 187.06

200-300 HO
Na o
HO
(0]

Na\ /&/O H. > PH

n //[3\/0 ~ 0y o NN

HO———\ 0 d WH

OH HO

Exact Mass: 211.06 Exact Mass: 253.07 OH Exact Mass: 295.08

Hj (o] H>
';‘ o] lj [o]
C[N/> “NH 0%\%\0% nz H ©:N/: 'NH
o +>
©) 0(\ C[N/ N \:Njij
“Na H

Exact Mass: 238.13  Exact Mass: 265.03 Exact Mass: 278.14 Exact Mass: 252.11
OH QH (o]
o' B
Na~ Y Y O—Na
OH OH

Exact Mass: 241.03

300-400

H, H H; H
oH N OH N N o N
+ +
OH />—< — />—/< —
Na_+ fo) N N N N N N

0”7 OHO 0—Na

HO oH Y
OH

Exact Mass: 385.07 Exact Mass: 384.18 Exact Mass: 382.17
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400-500 OH *
Na_, OH OH, o]
o= 2 ho o) 0 o)
HO 0 o S L£O7 o9 o
OH OH
Exact Mass: 471.11 Exact Mass: 435.11
i HO 12 OH
OHz (o] Na\ o
HO o} (o]
OH o \_/ OH
OH OH
Exact Mass: 437.13 Exact Mass: 483.11
500-600 OH OH
o]
0 Q +
HO HO 0 ol
OH OH
OH
Exact Mass: 525.14
700-800

OH OH
Na\+ OH OH
8 0} HO o (o] HO 0/Na
o o o )
HO OH HO OH
OH OH

Exact Mass: 711.19

En el caso del complejo CuL* se observa mas fragmentacion cuando solamente se utiliza el
complejo y en el caso de la mezcla de reaccion con CuL*/H,02/EtsN también se observan

masas gue coinciden con la oxidacion del ligante, en mayor grado que en los casos anteriores.

Las estructuras aqui propuestas son un buen acercamiento basado en reportes previos en
donde se han logrado identificar los productos de degradacién de la celulosa. No obstante, es
necesario hacer un andlisis posterior mas completo para lograr caracterizarlas

inequivocamente.

Por ultimo, se realizaron andlisis de espectroscopia infrarroja en la masa que quedd sin
consumir para cada uno de los experimentos para identificar productos de degradacion

insolubles. La comparacién con celulosa se muestra en las Figuras 41y 42.
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Figura 41. Espectro infrarrojo de la celulosa en pastilla de KBr
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Figura 42. Espectro infrarrojo de la masa sobrante de la reaccion de celulosa con el complejo CuL' y la mezcla oxidante H202/EtsN en
pastilla de KBr
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Las bandas observadas en ambos casos son practicamente idénticas y corresponden al
espectro de celulosa, por lo que se descarta la posibilidad de que haya productos de
degradacion insolubles y se puede aseverar que toda la masa sobrante de las reacciones

descritas anteriormente es celulosa sin reaccionar.
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6 CONCLUSIONES

Se lograron sintetizar y caracterizar los cuatro compuestos de coordinacion de Cu(ll)
con ligantes bencimidazolicos propuestos. También se realizaron los experimentos
correspondientes en espectroscopia UV-visible para intentar identificar cambios en
el ambiente de coordinacion al hacer reaccionar los complejos con dos agentes
oxidantes. No obstante, no se obtuvieron resultados concluyentes para determinar que
especies reactivas se forman, particularmente cuando los experimentos se llevaron a
cabo en disolucion de CH3CN. Esto tal vez se deba a que la temperatura de las
mediciones no es suficientemente baja para observar la formacion de las especies
reactivas, por lo que el disolvente se reemplaz6 por CH3OH que puede trabajar a -
80°C. Esto se confirmd, ya que con el cambio de disolvente se observaron cambios
lo suficientemente notorios como para asociar la formacién de una nueva especie a la
aparicion de bandas de absorcion distintas a las del complejo inicial, inclusive
llegando a identificar una de ellas mediante espectrometria de masas. La especie
Cu(I)-hidroxo detectada debe formarse por ruptura del enlace O-O, potencialmente
de un precursor Cu(ll)-hidroperoxo.

Los resultados obtenidos de las mediciones realizadas en RPE muestran también que
al adicionar peroxido de hidrégeno, las especies formadas en disolucion son
monomeéricas, lo cual es congruente con la propuesta de un precursor Cu(ll)-
hidroperoxo. Se plantea realizar experimentos de espectroscopia IR en disolucion a
baja temperatura para identificar vibraciones correspondientes al enlace O-O, para
reafirmar la presencia de una especie intermediaria de este tipo.

Asimismo, se realizaron pruebas de degradacion de un polisacéarido recalcitrante, en
este caso celulosa, con los complejos de cobre en presencia de H.O2/EtsN. De estas
pruebas se obtuvieron resultados interesantes ya que se observan porcentajes de
degradacion considerables, siendo los mas favorecedores los obtenidos con el
complejo CuL®y la mezcla oxidante H-O2/EtsN. El potencial de media onda de este
complejo tiene un valor de -0.09 V, lo cual lo vuelve en un complejo resistente a la
reduccion y al estar en su forma oxidada interactia mas favorablemente con la mezcla

H.O2/EtsN, a diferencia de los complejos con potenciales més altos. Estos
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favorecerian la formacion de especies de Cu(l), disminuyendo la cantidad de especies
reactivas y a su vez teniendo un pobre desempefio en la degradacién de celulosa, tal
es el caso del complejo CuL? cuyo potencial de 0.13 V es el mas alto. Las masas
observadas en los anélisis de HPLC-MS coinciden con muchas especies derivadas de
la degradacion de celulosa reportadas con anterioridad, por lo que en efecto los
complejos mimetizan la accion catalitica de las enzimas PHM y LPMO.

Debido a los resultados positivos obtenidos de las pruebas de degradacion, se propone
realizar pruebas adicionales utilizando diferentes agentes oxidantes, como por
ejemplo KO2, con diferentes tiempos de reaccion y temperaturas para optimizar el
proceso, y posteriormente realizar las pruebas ya no con celulosa pura, sino
propiamente con biomasa obtenida de residuos solidos con el fin de probar su posible
utilizacion como alternativa a los procesos de pretratamiento de biomasa

lignoceluldsica conocidos.
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8 ANEXOS

Férmula empirica
Masa atomica
Temperatura
Longitud de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensiones de celda unitaria

Volumen

z

Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamafio de cristal

Intervalo de 6 para la coleccion de datos
Intervalo de indices

Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes

Total a 6 = 25.242°

Correccidn por absorcion
Maximo y minimo de transmision

Método de refinamiento

8.1 DATOS CRISTALOGRAFICOS DE CUL!

C21H22 CI2 CuN6 08 S

652.94

149(2) K

0.71073 A

Ortorrémbico

Pbca

a=10.4488(6) A a=90°.
b = 18.4597(10) A B= 90°.
¢ = 26.6508(14) A y=90°.
5140.5(5) A3

8

1.687 Mg/m3

1.198 mm-!

2664

0.395 x 0.151 x 0.032 mm3

2.207 to 25.416°.

-10<=h<=12, -22<=k<=22, -32<=1<=32
56090

4738 [R(int) = 0.1798]

100.0 %

Semi empirico para equivalentes
0.7452 and 0.5490

Matriz de minimos cuadrados en F?2
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Datos / restricciones / parametros 4738/0/354

Bondad en el ajuste de F2 1.069
indices finales [1>2sigma(l)] R1 =0.0875, wR2 = 0.1596
indices de R (Todos los datos) R1=0.1417, wR2 = 0.1835
Diferencia mayor entre pico max. y min. 0.818 and -0.634 e.A-3
——L'0.001M
5.0x10° 7 ——CuL'0.001 M
0.0 4
-5.0x10° -
-1.0x10™ T T T

T T T T T 1
-30 -25 -20 -15 -0 -05 0.0 0.5 1.0 15

E (VIFc'-Fc)

llustracion 1. Voltamperogramas anédicos de L'y CuL’ (vs Fc*/Fc) a una concentracion de 0.001 mol L1, en CH3CN electrodo de
trabajo vitreo y electrolito soporte hexafluorofosfato de tetrabutilamonio, concentracion 0.1 mol L
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2
CuL 2mM -30°C

1.0x10° 1
2
CuL H202/E13N 10 eq -30°C
9)1=2.529
5.0x10” -
0.0 -
g 9=2.1072

‘B
c
g
£

-5.0x10° |

-1.0x10°

T T T 1
200 250 300 350 400

H (mT)

llustracion 2. Espectros de RPE del complejo de CuL? antes y después de la adicién de H202/EtsN

CuL3 2mM -30°C

1.5x10° 1 5
= CuL H202/E13N 10 eq -30°C

1.0x10° A

5.0x10° o
)= 2.369

0.0 g, =2.009
9=2.1017

Intensidad

-5.0x10% |

-1.0x10°

-1.5x10°

T T T T T T
260 280 300 320 340 360
H(mT)

llustracion 3. Espectros de RPE del complejo CuL® antes y después de la adicion de H202/EtsN
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2.0x10°

1.5x10°

1.0x10°

5.0x10°

0.0

e (M*cm™)

-5.0x10°

-1.0x10°

-1.5x10°

-2.0x10°

g=2.1016

cuL* 3mM inicial

2
CuL H,O, +Et,N 10 eq-30°C

200

3(')0
Campo (mT)

1
400

llustracion 4. Espectros de RPE del complejo CuL* antes y después de la adicién de H202/EtsN

1.2x10° 1
8.0x10° -
L
£
'10
=
£
b 3
4.0x10°
0.0

1
= CuL 0.3 mM -80°C t=0

1
CuL™ 0.3 mM 1 eq HyOo/EtgN -80°C t=10 min

1
CuL" 0.3 mM 2 eq HyO,/EtzN -80°C =10 min

1
CuL™ 0.3 mM 3 eq HyO,/EtgN -80°C t=10 min

1
CuL™ 0.3 mM 4 eq HyO,/Et3N -80°C t=6 min

1
— CuL" 0.3 mM 6 eq H,O,/EtzN -80°C t=2 min

llustracion 5. Espectro UV-vis del complejo CuL' con concentracion 0.3 mM en disolucion de MeOH a -80°C

T
400
Longitud de onda (nm)
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\3
2x10° 7 CuL™ 1 mM -30°C inicial

CuL 1 mM 2 eq HyO,/Et3N -30°C 10 min

w "w ' w

cuL” 1 mM 3 eq HyO,/EtgN -30°C 10 min

w

cuL” 1 mM 1 eq HyO,/EtgN -30°C 10 min

1x10° 4

& (M*em™)

400 6(IJO 8(I)0
Longitud de onda (nm)

Figura 43. Espectro UV-vis del complejo CuL? con concentracién 1mM en disolucién de CH3CN a -30°C

Degradacion de celulosa escala preparativa

Las disoluciones blanco se dejaron en agitacion durante 24 horas antes de medirse. Las
disoluciones de las pruebas de degradacion con todos los complejos y el agente oxidante se
dejaron reaccionar durante periodos de 24 y 72 horas; en el primer caso se agregaron 30 mg
de celulosa en todos los experimentos con 1 equivalente de complejo y 10 equivalentes de
agente oxidante, mientras que para el segundo caso se doblaron las cantidades, agregando 2
equivalentes de complejo y 20 de agente oxidante. Los resultados obtenidos en los tiempos
de retencion y en los espectros de masas fueron virtualmente los mismos, cambiando

unicamente el porcentaje de celulosa sobrante en cada experimento.
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Blancos

1. Celulosa

<101|* BPC Scan Blanco-J.d

1.51?3,?

051 J‘

oo 23

ry

19.66

o
-
[a2]

>16.51

& ‘s.llﬂon‘}‘lﬁme]r%in)zo 22 24

2 4 80Unt§ (%)1 \93. Acqui

llustracion 6. Cromatograma de la disolucion de 30 mg de celulosa en 10 mL de agua destilada

Tabla 5. Tiempos de retencion y areas significativas en el cromatograma 1

No. | Tiempo de retencion Area
2 2.29 12479563.5
= No.l1
%10 6 ;1830328(5“: 2.24-2.28, 2.31-2.36 min, 7 scans) Blanco-J.d PiCO asignado a |a degradacién de
1.5 columna
1
0.5
537.8279

L T

200 300 400,509 790, 3o 90 1000 1100

2. Celulosa + CuSO4

+ BPC Scan Blanco-F.d Smooth

x10 2
11
0.751
0.5 o
<« - N 2 =
025 & 3 3 o o 3
o ¥ © - -
2 4 8. 20 22 24

goumg (%)1\95. .&czquis‘llﬁon +§me zmln)

llustracion 7. Cromatograma de la disolucion de 30 mg de celulosa con 1 equivalente de CuSOs
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3. Celulosa + H,0>/EtsN

%10 2 + BPC Scan Blanco-E.d

;
0.75 %
\

0.5 '\ o
— =] ]

o2s] =[| = = 8 & <

: -~ . o © o <

o \ ~ A = i N

8ount§,(%)19$. Ichquis}lﬁon +|6me}r§1in)20 22 24

llustracion 8. Cromatograma de la disolucion de 30 mg de celulosa con 10 equivalentes de la mezcla oxidante H202/EtsN

Tabla 6.Tiempos de retencién y areas significativas en el cromatograma 3

No. | Tiempo de retencion Area

1 2.01 596932110

= Nol

xmiﬁ + Scan (rt: 2.71-2.84 min, 9 scans) Blanco-E.d Pico asignado ala degradacién de

2 la columna

235.2041
L | 537.8276 772.0487

260 300 430,508 (530, 3 poBi0( 750 1000 1100

4. Celulosa + CuSQO4 + HyO,/EtsN

x10 2 + BPC Scan Blanco-G.d
L~
0.75 o
\
0.5 \
| o~ (=]
025{ || e 8 3 3 o <
\ - o had o — N
0 Y RN o~ bl A A
2

éountg (%)1 \93. A‘(:zquisllﬂon 'Hsme lr%in)zo 22 24

llustracién 9. Cromatograma de la disolucién de 30 mg de celulosa con 1 equivalente de CuSOs Y 10 equivalentes de H202/EtsN
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Tabla 7. Tiempos de retencion y areas significativas del cromatograma 4

No | Tiempo de retencion Area

1 2.01

589762123

No. 1

<10 6 + Scan (rt: 2.54-2.64 min, 7 scans) Blanco-G.d

[IS]

235.2043

Lol

ounts vs.

200 300 éOO 500 hﬁgsos—tg@ha%%o(mggo 1000 1100

94

Pico asignado a la
degradacion de la columna
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