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Resumen

En los ultimos afios ha existido la permanente bisqueda de una manera para obtener una forma
mas eficiente y barata de conseguir biocombustibles a partir de biomasa recalcitrante, siendo para
este fin necesario el desarrollo de catalizadores que permitan aprovechar de mejor manera este
sustrato que generalmente se desecha en la industria. Nuestro grupo de investigacion ha logrado
sintetizar catalizadores de cobre bioinspirados en las enzimas monooxigenasas liticas de
polisacaridos generadas por hongos para llevar a cabo la degradacion oxidativa de celulosa, quitina
y lignocelulosa hacia aztcares fermentables que posteriormente podrian ser aprovechados para la
generacion de bioetanol. En el presente trabajo se ha demostrado que nuestro catalizador Cu2BB
puede llevar a cabo la degradacion oxidativa de biomasa recalcitrante tanto en condiciones en las
que el agente oxidante es el oxigeno molecular atmosférico como también cuando se tiene una
cantidad de 15% masa/volumen de H20O2, con un porcentaje de degradacion de aproximadamente
20% para esta ultima.



Introduccion

La crisis climatica actual demanda la investigacion e implementacion de nuevas tecnologias que
permitan una transicion rapida y sostenible de la dependencia que tienen nuestras sociedades y
nuestra economia en los derivados de petréleo y combustibles fosiles. La biomasa recalcitrante
como celulosa, quitina y lignocelulosa son sustratos con un gran potencial debido a su alto
contenido de azicares fermentables que podrian aprovecharse por un proceso de fermentacion en
la obtencion de bioetanol.

La biomasa recalcitrante presenta un gran reto al momento de ser aprovechada para la generacion
de biocombustibles debido a su gran estabilidad termodindmica proveniente de sus enlaces b-
glicosidicos y su alta cristalinidad. Existen en la naturaleza hongos y bacterias que han logrado
aprovechar estos sustratos a través de la produccion de enzimas conocidas como monooxigenasas
liticas de polisacaridos cuyo objetivo es la degradacion oxidativa de sustratos como celulosa o
quitina.

Las monooxigenasas liticas de polisacaridos son metaloenzimas de cobre que en su ambiente de
coordinacién se encuentran rodeadas de dos residuos histidinicos, un residuo de alanina y un
residuo de tirosina, nuestro grupo de investigacion ha logrado sintetizar catalizadores de cobre
bioinspirados en estas enzimas, su evaluacion en reacciones de degradacion oxidativa de biomasa
recalcitrante es prometedora como se muestra a continuacion en el presente trabajo.



Antecedentes

Enzimas y Catalisis

La Naturaleza es un laboratorio inmenso tanto si hablamos en términos de espacio como en
términos de tiempo. Es un gran laboratorio que lleva realizando experimentos desde hace 4 mil
millones de anos, desde los rincones mas nobles hasta los mds inhospitos del planeta, un
laboratorio impulsado por la seleccion natural. De este gran laboratorio podemos dar vida a una
nueva forma de hacer quimica y llevar a cabo reacciones que por el momento son imposibles de
alcanzar por manos humanas.! Este tipo de quimica tiene una gran relevancia debido a los
problemas que enfrentamos como humanidad y puede llegar a tener un gran impacto en la sociedad
actual.

En términos termodindmicos una reaccion ocurre espontaneamente si AG <0, el valor de la energia
libre de Gibbs nos indica si la reaccion es viable pero no nos dice nada sobre qué tan rapida o lenta
es. Cuando obtenemos una respuesta a esta pregunta encontramos que existen reacciones que
aunque la evidencia termodindmica indique que son viables, el tiempo que tomarian para
completarse seria de muchos afos debido a una alta barrera energética que debe ser rebasada para
que se lleve a cabo. La forma mas facil de rebasar esta barrera es afiadir un catalizador a la reaccion
que puede estar en cantidades < 5% mol o incluso en cantidades < 1% mol. Esta sustancia que se
anade como catalizador sufre cambios durante el curso de la reaccion y regresa a su forma inicial
al final. La ruptura y formacion de enlaces con ayuda del catalizador es lo que permite que el
camino de reaccion se vea modificado y que la barrera energética se vea disminuida.

Las enzimas son macromoléculas formadas por cadenas de polipéptidos, clasificadas como
proteinas globulares debido a la forma esférica que toman en su estructura terciaria, dirigida
principalmente por la interaccidén de las porciones hidrofobicas hacia el centro de la molécula,
mientras que las porciones hidrofilicas apuntan hacia la superficie de la molécula. Debido a la
naturaleza polar que tienen las enzimas en su superficie esto les confiere un cierto nivel de
solubilidad en agua.’

Las enzimas son estructuras dinamicas en las que se pueden encontrar cofactores de tipo organico
como flavinas FMN y FAD, cofactores fuertemente unidos a las proteinas por medio de dominios
de enlace de cofactores,* asi como también podemos encontrar cofactores de tipo inorganico como
Zn*?, Fe'? o Fe®, Cu’ o Cu™?, K 0 Mg™, entre otros. A las enzimas que tienen sitios activos con
cofactores en los que el cation metélico lleva a cabo alguna reaccion importante se las conoce
como metaloenzimas y representan entre un tercio y la mitad de todas las enzimas encontradas
hasta la fecha con actividad catalitica.



Metaloenzimas

Un gran numero de metales se encuentran formando parte de las diferentes estructuras de los
organismos vivos, Na“, K*, son elementos extremadamente moviles que forman complejos
solamente con ligantes que forman cavidades del tamafio perfecto del radio atdmico de estos
cationes, pero cuando el tamaiio de esta cavidad no es el adecuado, la estabilidad de los complejos
de estos dos metales disminuye drasticamente.

El Mg™? es parte esencial del proceso de fotosintesis en las moléculas de clorofila. El Zn*? se
encuentra en un sin numero de enzimas formando parte ya sea en el sitio activo o como un ion que
ayuda a mantener la estructura enzimatica.* El Ca*? forma parte de estructuras biominerales en
huesos y dientes de los vertebrados y como parte esencial de las corazas de muchos invertebrados,
es también un senalador biolodgico en el proceso de coagulacion sanguinea y esencial en el proceso
de neurotransmision; también ha sido descrito como uno de los metales que juegan un papel
relevante durante el proceso de evolucion de oxigeno en el fotosistema I1.°

Los metales de transicion son los elementos que mayor relevancia tienen dentro de los procesos
biologicos, como es el caso del Fe que gracias a su facilidad para adoptar diversos estados de
oxidacion, que van desde el -1 hasta +4, puede llevar a cabo reacciones como la fijacion de
nitrogeno, el transporte de oxigeno y la degradacion de otras enzimas para el reciclaje de sus
componentes.® Otros metales de transicion como Ni ayudan en el proceso de degradacion de urea,’
asi como también en la sintesis de la Acetil Coenzima A% y en procesos redox a través de la enzima
superoxido dismutasa.’

Metaloenzimas de Cobre

El presente trabajo esta enfocado en Cu, un metal de transicién activo en reacciones redox, que
adopta estados de oxidacion +1 y +2, asumiendo configuraciones electrénicas d'° y d’
respectivamente.' Cu(I) puede adoptar geometrias lineales, trigonales planas y tetraédricas
dependiendo del numero de ligantes que se encuentren en la esfera de coordinacion, siendo 2, 3 y
4 respectivamente. Cu(Il) prefiere adoptar la geometria cuadrada plana con un numero de 4
ligantes en la esfera de coordinacion, con 5 ligantes puede adoptar la geometria trigonal
bipiramidal o piramidal de base cuadrada, cuando tenemos 6 ligantes en la esfera de coordinacion
la geometria adoptada es un octaedro distorsionado axialmente debido a la distorsion de Jahn-
Teller.!!-12

El Cu encuentra su ambiente de coordinacion en los residuos de los aminoacidos que forman parte
de las cadenas polipeptidicas de las enzimas a las que pertenecen, los aminoacidos mas comunes
a los que se coordina Cu(Il) estdn representados en la Tabla 1, estos son histidina, cisteina y
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metionina.'® El ion Cu(l) al tener un gran tamafio y una carga relativamente pequeia, tiene las
caracteristicas de un 4cido de Lewis blando y tendra interacciones mas estables en su esfera de
coordinacion a ligantes blandos como atomos de azufre, que por su tamafio tienen un mejor
traslape con los orbitales del Cu(I). Los iones Cu(Il) se encuentran en el limite de 4cidos blandos
y por lo tanto tendran una mejor afinidad por atomos de nitrégeno en sistemas aromaticos donde
la densidad electronica es dispersa, esto contrastado con la poca afinidad que tiene este metal por
los grupos que contienen en las cadenas laterales como son los grupos hidroxilo, carboxilo en la
tirosina o serina respectivamente, o los 4tomos de nitrogeno alifaticos primarios que se encuentran
en la glutamina o arginina.

Aminoacido Propiedades
H
i N) Preferencia por Cu*?
I‘: Enlazante Fuerte
Donador de Protones (pKa = 6)
§\ E Neutro o Anidnico
N . .
H Hidrofilico
0
Histidina
SH Preferencia por Cu'!
E E Enlazante Fuerte
B N Donador de Protones (pKa = 8)
H Anidnico
O Hidrofilico
Cisteina Fécilmente Oxidado
S,
S
Preferencia por Cu'!
Enlazante Débil
i“-«. § No Dona Protones
H Neutro
O Hidrofébico
Metionina

Tabla 1. Amino4cidos representativos en ambientes de coordinacion de Cu y sus propiedades.

Los centros activos en los que se encuentra coordinado Cu poseen un nimero de ligantes entre 4
y 5 con el fin de no perder el metal durante el ciclo redox,'* estas enzimas pueden tener en su sitio
activo uno o multiples atomos de Cu, lo cual tiene un efecto directo en el tipo de reactividad que
la enzima desempena.



Existen tres tipos de centros de Cu en los que se ha clasificado a las cuproproteinas de acuerdo a
su ambiente de coordinacion; sus propiedades espectroscopicas electronicas han sido determinadas
usando técnicas como espectrofotometria de UV-Visible y Resonancia Paramagnética Electronica
(RPE) y se encuentran resumidas en la Tabla 2.

Tipo de Cu Entorno del Cu Propiedades Espectroscopicas

e Potenciales Redox: mayores de

L 0.25 V vs. SHE a pH 7.

e UV-Vis: Absorcién intensa en la
region visible (Imax: 600 nm; e >
3000 M cm™)

e RPE: Desdoblamiento hiperfino
pequefio en la region g

Tipo |
(Ej: Plastocianina)

e Potenciales Redox: cercanos a 0.4
Vvs.SHE apH 7.

Tipo II , e UV-Vis: Practicamente incoloros,

(Ej: Cu, Zn débil espectro de absorcion (sélo

Superoxido transiciones prohibidas ya que
Dismutasa SOD) carecen de ligantes de azufre).

e RPE: Activos, presentan

pardmetros normales para Cu*?

e Potenciales Redox: cercanos a 0.54
Vvs.SHE apH 7.
e UV-Vis: Absorciones intensas en
Tipo III ) UV cercano (Imax: 300 nm).
(Ej: Hemocianina) e RPE: Silencioso por acoplamiento
antiferromagnético entre los dos
jones Cu'?, con S = 1/2.

Tabla 2. Clasificacion de Tipos de Cu en Metaloproteinas (Clave de Colores Cu: café, S:
amarillo, N: azul, O: rojo, H: blanco).



Monooxigenasas Liticas de Polisacaridos

Las enzimas monooxigenasas liticas de polisacaridos (LPMO por sus siglas en inglés), son
enzimas que promueven la ruptura de enlaces b-glicosidicos, a través de la abstraccion de un &tomo
de hidrégeno en la posicion C1 o C4 de los polisacaridos que conforman la cadena polimérica.
Fueron descubiertas por primera vez a principios de 1990, como parte de estudios de bibliotecas
de ADN complementario durante la busqueda de enzimas secretadas extracelularmente
involucradas en la degradacion de celulosa.!>!'® Fueron identificadas en primera instancia por su
actividad hidrolitica en celulosa recibiendo la clave GH61 (Glucose Hydrolase 61).

La primera pista de que estas enzimas no son hidrolasas vino de la estructura cristalina,!” esto
revel6 una superficie plana altamente conservada que contrasta con los sitios activos tipo tinel o
hendiduras encontrados en las celulasas. También revelé que no hay residuos carboxilato que
catalicen la ruptura hidrolitica, en su lugar en la superficie plana se encuentra un sitio activo
enlazado a metal que contenia un ion de niquel derivado de la solucién buffer de cristalizacion. Se
concluy6 a través de estos analisis que la estructura tiene un ligero parecido con una proteina
enlazante de quitina conocida como CBP21, proveniente de la bacteria Serratia marcescens.

Posterior a estos descubrimientos en el 2010 Vaaje-Kolstad et al.!® reportaron que la proteina
bacteriana CBP21 posee actividad quitinolitica cuando esta en presencia de oxigeno molecular y
un reductor quimico, este mismo grupo reporto la incorporacion de un sélo a&tomo de oxigeno en
el producto de oxidacion, ademas propusieron que la identidad del ion metalico era Mg*? y Zn*?,
dos metales incapaces de formar una especie de oxigeno reactiva. No fue hasta un afio después en
el 2011 que el grupo de Quinlan et al.!” logré obtener la primera estructura cristalina de una
proteina con el ion Cobre en el sitio activo perteneciente a Thermoascus aurantiacus (TaGH61A).
A su vez el mismo afio Phillips et al.?° en la proteina GH61 de Neurospora crassa reportaron que
la reaccion se lleva a cabo so6lo y unicamente cuando un ion de Cu se encuentra unido en el sitio
activo. Estas enzimas se pueden encontrar tanto en bacterias como en hongos teniendo diferencias
estructurales claves que afectan su eficiencia y las diferencian una de otras.
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Figura 1. a) Estructura de LPMO de Neurospora crassa con el sitio de anclaje de CDH (amarillo) y la superficie de
anclaje de celulosa. b) Representacion de la LPMO GH61D de Phanerochaete chrisosporium con los residuos
aromaticos mostrados en azul junto con el sitio activo y dos cadenas del oligémero de celulosa cristalina en negro.?!

Estructura

El empaquetamiento general de las LPMO ha sido descrito como inmunoglobulina o fibronectina
tipo III y consiste en una estructura “sandwich” tipo b que comprende entre 8 a 10 hebras. Series
de pequefios bucles entre hebras forman una punta cénica en el final opuesto al sitio activo, los
bucles mas grandes frecuentemente contienen hélices pequefias y forman el plano del sitio activo.
Dichos bucles grandes juegan un papel importante en el reconocimiento del sustrato. Una de las
diferencias claves entre las enzimas de origen fingico y las de origen bacteriano es la presencia
del sitio de anclaje de CDH el cual solo esta presente en las de origen fingico.?>?

La esfera de coordinacion del Cu observada en las LPMO (ver Figura 2) incluyen claramente tres
ligantes nitrogenados, de los que forman parte dos residuos histidinicos y una amina N-terminal,
a este arreglo se lo conoce con el término de “abrazadera de histidina”.!? Estos tres ligantes forman
un plano de coordinacién en forma de “T” rotada = 30° al plano de la superficie de anclaje de
celulosa.”?
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Figura 2. Ambiente de Coordinacion de Cu(Il) en TaGH61A LPMO.?!

Las LPMO de origen fungico contienen un residuo de tirosina en una posicion axial, contribuyendo
con un ligante de oxigeno que se encuentra a una distancia mas grande que la esperada (mayor a
2.7 A), debido a la distorsion de Jahn-Teller propia de una configuracion electrénica d° del
Cu(I).2* Este sitio activo con tirosina puede ser el motivo por el cual esta familia de enzimas ha
mostrado mayor afinidad por los sustratos,” en contraste a las enzimas LPMO bacterianas en
donde la posicion axial estd ocupada por un residuo de fenilalanina.?®

Se conoce de antemano que cuando el fenol se encuentra como ligante en la esfera de coordinacién
de un metal de transicion, como Fe o Cu, funciona como ligante no inocente debido a sus
propiedades redox, siendo el par fenoxilo/fenolato fuente de un electréon. A su vez también es un
gran difusor del espin electrénico,”’” muchas enzimas usan este par redox como auxiliar en
reacciones de oxidacion, por ejemplo en el caso de la galactosa oxidasa, el citocromo P450?% y la
catecol oxidasa.?’ Las enzimas son maquinarias moleculares muy complejas y dindmicas, muchas
veces para la optimizacion de los calculos tedricos de las reacciones deben ser tomados en cuenta
los cambios conformacionales durante la interaccion con el sustrato,’” también se debe tomar en
cuenta las interacciones que pueden existir en la esfera externa de coordinacion.’!

El experimento realizado por Van V. Vu et al.3? se apoya en calculos de DFT para diferentes
mutaciones en la esfera externa de coordinacién del centro metalico para la enzima LPMO
perteneciente a Myceliophthora thermophila; las mutaciones van desde el reemplazo del residuo
de glutamina por alanina (Q167A), lo que hace que se pierdan los enlaces de hidrogeno tanto al
residuo de tirosina (Y169) como a la molécula de agua ecuatorial, esto conlleva a una elongacion
del enlace Cu-Ory (2.64 - 3.69 A) lo que indica un debilitamiento del enlace. También se reempla
el residuo Q167 por glutamato (Q167E), en donde se observa que la distancia del enlace Cu-Ory;
decrece hasta una distancia de 2.42 A. Esto indica un incremento en la fuerza de este enlace, en
ambos casos se han realizado experimentos de actividad y ambas mutaciones, tanto Q167A como
Q167E, exhiben una caida de varios érdenes de actividad en relacion a la enzima original.?! Es



evidente que hay un balance fino que debe existir en el ambiente de coordinacion del sitio activo,
incluso en la segunda esfera de coordinacion para tener una reactividad eficiente.

Otra de las diferencias que llaman mucho la atencidon con respecto a las LPMO bacterianas,
consiste en que las histidinas N-terminales nunca han sido observadas metiladas,* esto contrasta
con las enzimas LPMO flngicas ya que en ellas se observan siempre histidinas metiladas en el
nitrogeno 1. El estudio realizado con la enzima perteneciente a la familia AA9, producida por la
bacteria Thermoascus aurantiacus, consiste en llevar a cabo la produccion de la enzima antes
mencionada en una bacteria (Pichia pastoris) que no tiene la maquinaria enzimatica necesaria para
llevar a cabo las modificaciones post-tranduccionales como la metilacion N-terminal de la
histidina, y en un hongo (4. oryzae) conocido por tener la maquinaria enzimatica necesaria para
poder llevar a cabo la metilacion N-terminal de la histidina.’> Esta diferencia es un error de
expresion en el organismo hospedador bacteriano como son Pichia pastoris 'y Escherichia coli,
que no cuentan con la enzima metiltransferasa requerida para esta modificacion.* Se ha
demostrado experimentalmente que esta modificacion ayuda a la proteccion de la autoinactivacion,
que puede sufrir el sitio activo de la enzima, al no poder ser reducido a su forma activa Cu(I)
durante la interaccion con H»O, dentro del ciclo catalitico de degradacion de celulosa.

Union de Sustrato y Regioselectividad de Oxidacion

La cara plana de las enzimas LPMO funciona como sitio de anclaje al sustrato, las interacciones p
entre los anillos aromaticos y los carbohidratos son las que predominan durante el anclaje a la
celulosa.?! En las enzimas LPMO de hongos activas para celulosa conservan los residuos
aromaticos (tirosinas) a lo largo de toda la cara plana.’¢

OH

Ce RO HO- 0 fo)
Oxidacion C1 HO og O OH H,

2+2e'+2H+oH202
_,__._-—""

#7'LPM
O OH OR

Q HO
02+26 + 2H+0H20’J R()
HO OH | OH HZO

Oxidacion C4

Figura 3. Posiciones de oxidacion por parte de LPMO en una cadena de polisacarido. La oxidacion en C1 resulta en
la formacion de una lactona que al hidrolizarse genera el extremo reductor como acido aldénico y la oxidacion en C4
conduce a la formacion de una cetoaldosa en el extremo no reductor.?’

La distancia que existe entre las subunidades de piranosa, que componen la celulosa, son de 5.2 A
y la distancia entre los residuos de tirosina es de aproximadamente el doble: entre 10.5 a 10.6 A,
estos datos sugieren que los residuos de tirosina podrian unirse a todas las demés unidades de
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glucosa en un tramo corto del polimero de celulosa. En varias LPMO las distancias entre los
residuos aromaticos tienden a ser el doble o triple que las unidades de glucosa individuales en la
misma cadena (10 - 15 A). Alternativamente, el espacio entre los residuos aromaticos en algunas
LPMO coincide aproximadamente con la distancia entre las cadenas de celulosa cristalina (8.2 A)
esto sugiere una orientacion perpendicular a través de dos o mas polimeros.?? En cuanto a la
regioselectividad de las LPMO se pueden clasificar en 3 tipos de enzimas como se indica en la
Figura 3: las tipo 1 que oxidan exclusivamente la posicion Cl1, las tipo 2 que oxidan
exclusivamente la posicion C4 y las tipo 3 que pueden oxidar ambas posiciones.?’

Mecanismo de Reaccion y Activacion de Enlaces C-H

El mecanismo de reaccion propuesto por Beckham et al.*® describe como las LPMO rompen los
enlaces b-glicosidicos, el mecanismo involucra especies de Cu en alto estado de oxidacion (Cu™)
y la generacion de especies reactivas de oxigeno capaces de activar la ruptura de los enlaces C-H
altamente energéticos en polisacaridos, se puede describir brevemente este mecanismo como una
abstraccion de hidrogeno (activacion del enlace C-H) y reanclaje del grupo hidroxilo.

Dentro de este mecanismo se conoce que se genera la especie Cu-OOH (hidroperoxido), se ha
demostrado que esta especie tiene el potencial para activar enlaces C-H* pero es mucho mas
plausible que esta lleve a la formacion de especies mas reactivas y que tienen un mayor potencial

de oxidacién como lo es la especie Cu(Il)-O- (oxilo).

Las especies mas importantes en este mecanismo y las responsables de la oxidacion de las cadenas

38,40-44

de polisacaridos son principalmente conocidas como Cu(II)-O- asi como también la especie

Cu(II)-O- 1la cual es estabilizada por un residuo de tirosina ubicado en una de las posiciones
axiales del ambiente de coordinacion, esta especie es responsable de la abstraccion de hidrégeno
en el mecanismo de reaccion, la especie Cu(Ill)-OH (hidroxilo) es responsable del paso de
reanclaje de hidroxilo****#*%> dentro del mecanismo de reaccion, esta especie también se encuentra
estabilizada por el residuo de tirosina en la posicion axial dentro de la esfera de coordinacion.

Existe evidencia®® clara de que el reactivo oxidante puede ser H,Oz en lugar de O, esto pone en
duda el paradigma de que la activacion de los enlaces C-H solo se puede llevar a cabo en la
presencia de O, siendo necesario para esta reaccion 2 electrones y 2 protones (R-H + Oz + 2¢” +
2H" — R-OH + H>0). La facilidad que representa el uso de H>O; para esta reaccion se ve reflejada
al usar solo 1 electréon y 1 proton que pueden proveerse facilmente del fenol coordinado en la
posicion axial al centro metalico (R-H + H,0, + 1e” + 1H" — R-OH + H,0). A pesar de ello,
también se ha demostrado que el uso de H,O> puede llegar a inactivar la propia enzima, debido a
dafios estructurales dentro de la misma por accion oxidativa del H>O».



El residuo de tirosina que se encuentra coordinado de manera axial al Cu es una de las
caracteristicas que mas llaman la atencion de estas enzimas, es también motivo de preguntas sobre
el rol que este desempenia en la reactividad de las LPMO. Se han realizado estudios
espectroscopicos y cinéticos en los que se ha logrado detectar la especie Cu(Il)-Tirosilo.** A
través de estudios de DFT realizados por el grupo de Hedegird et al.>° con la especie cis-[TirO-
Cu(IINOH]" y un sustrato polisacarido, se ha logrado demostrar que esta especie no es capaz de
funcionalizar la posicion C4 debido a una pendiente termodindmica muy grande (50-60 kJ mol™).
La evidencia tanto experimental como teorica indica que el rol que tiene el residuo de tirosina es
el de proteger el centro metélico de su auto-inactivacion, debido a dafio oxidativo en presencia de

H>0; a través de un mecanismo de “salto de hueco”.>'->3

Biomasa y Biocombustibles

La cantidad de biomasa generada por los organismos vivos en nuestro planeta se estima en
alrededor de 10'! toneladas por afo, divididas en 60% biomasa terrestre y 40% biomasa acuatica,
pero tan solo el 3% de todo esto es cultivado, cosechado y usado en la industria alimenticia y no
alimenticia.>* La biomasa estd compuesta por 75% hidratos de carbono, 20% lignina, y el 5%
restante triglicéridos (grasas y aceites), proteinas y terpenos.’® El grupo de hidratos de carbono
puede ser dividido en carbohidratos de almacenamiento como el almidén, la inulina o la sacarosa,
asi como también en polisacaridos estructurales como la quitina, la celulosa y la hemicelulosa. De
todos los tipos de biomasa antes mencionados, la lignocelulosa es la més dificil de aprovechar y
su procesamiento por medios naturales o sintéticos sigue siendo todavia un reto muy grande a nivel
industrial. Este material es considerado un desecho por no ser comestible y por lo tanto no compite
con las fuentes de alimentos, como lo hacen el uso de azficares, almidones y aceites vegetales,®
convirtiéndolo en un gran candidato para la produccion de biocombustibles y productos quimicos
de alta demanda en el mercado actual.

El departamento de energia de los Estados Unidos estima que cerca de 1.3 mil millones de
toneladas de biomasa vegetal podrian ser procesadas de manera sostenible para produccion de
biocombustible, lo suficiente para cubrir cerca del 30% de los combustibles usados por EE.UU.
para transporte.’’>® Se han realizado diferentes esfuerzos a nivel de laboratorio e industria®® para
escalar el proceso de degradacion de materia celuldsica, usando en un primer paso del proceso un
coctel de enzimas con una cantidad de 20% de materia seca en el reactor, necesaria para que el
proceso pueda ser rentable. Posteriormente a la degradacion de esta mezcla, es necesario afiadir
levaduras modificadas genéticamente que llevan a cabo el proceso de fermentacion de los azicares
para la generacion de bioetanol, el cual se concentra por destilacion para su venta al publico.

Dentro de los sistemas con moléculas modelo simple, uno de los ejemplos de degradacion de
biomasa mas llamativos es el reportado por el grupo de Hanson et al. en donde la molécula 1,2-
difenil-2-metoxietanol y una mezcla de CuCl, TEMPO vy piridina, es capaz de escindir el enlace
C-C, dando como productos benzaldehido y metilbenzoato como se muestra en la Figura 4. Otro
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ejemplo de depolimerizacion de lignina reportado por el grupo de Saito et al.*! con complejos de

Cu y ligantes nitrogenados, realiza la comparaciéon de la cantidad de degradacion en
dimetilformamida (DMF) y el liquido id6nico 1-etil-3-metilimidazolio xileno sulfonato
([emim][ABS]); observaron un alto grado de depolimerizacién bajo las condiciones: 180°C
durante 12 horas con flujo de oxigeno en [emim][ABS].

HO OCH; CuCl (20 mol %) o o
+ 0 TEMPO (30 mol %)
2 . +
SO " e e
48 h
r-ds
PYr-Cs 84% 88%

Figura 4. Sistema reportado por Hanson et al.®® donde se observa la escision del enlace C-C en 1,2-difenil-2-
metoxietanol usando el sistema de Cu(I) y oxigeno molecular.

En el 2009 el grupo de Nelson et al.®? present6 tres complejos binucleares de Cu, como se muestra
en la Figura 5, los cuales son capaces de hidrolizar los enlaces a-glicosidicos en p-nitrofenil-a-D-
galactopiranosido. Este estudio difiere con las intenciones del presente trabajo debido a que
hidroliza enlaces a-glicosidicos en contraste con los enlaces b-glicosidicos mas resistentes, en los
que nuestro grupo de investigacion trabaja. La relevancia de este estudio para nuestra investigacion
se debe a que confirma que los complejos de Cu con ligantes nitrogenados pueden llevar a cabo
reacciones de hidrdlisis de enlaces glicosidicos.

Existen escasos ejemplos en la literatura en los que se mencionen sistemas de sales o complejos
de Cu con celulosa, quitina o lignocelulosa, la mayoria de los cuales se centran en catalizadores
heterogéneos,® sin grandes resultados. En cuestion de catalisis homogénea, muchas veces los
experimentos se realizan con moléculas modelo simples,®**> que aunque puedan tener resultados
positivos al extenderlos a sistemas mas complejos, se pueden manifestar problemas de selectividad
o eficiencia.
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Figura 5. Complejos binucleares reportados por Nelson et al.®?

glicosidicos.
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Complejos Biomiméticos de LPMO

Durante el transcurso de la ultima década se han reportado algunos complejos de Cu inspirados
en el sitio activo de las LPMO (ver Figura 6). El primer complejo de este tipo fue reportado por
nuestro grupo de investigacion;®® en esta primera etapa, el estudio estructural resultd en el
complejo mas fiel al sitio activo de las LPMO, ya que contiene los anillos heterociclicos de los
bencimidazoles y la metilacion N-terminal en el anillo heteroaromatico. Posee también dos
unidades en el espaciador, que conecta los anillos bencimidazolicos con la amina alquilica que los
une.

Los resultados sobre la capacidad de este complejo para degradar enlaces b-glicosidicos, en un
sustrato modelo como celobiosa y las especies involucradas en el mecanismo de reaccion, fueron
publicados en un articulo independiente.®’” Este complejo posee un potencial del par redox
Cu(I)/Cu(Il) de 226 mV contra el electrodo estandar de hidrogeno (EEH) en un pH de entre 5.0 a
7.0. A través de experimentos de RPE se puede determinar que el complejo de
[2BBCu(H20)2](OTf)> es monometalico en disolucién, el atomo de Cu se encuentra en un
ambiente de coordinacidn trigonal bipiramidal (TBP) con valores de g (gL = 2.021 y g1 = 2.157)
propios de un estado basal dz>. Los valores de g reportados para LPMOs AA10y AA11 (gL =2.03,
g = 2.27)**% corresponden a un estado basal dx>-dy?y presentan un ambiente de coordinacion
axial distorsionado, debido a la coordinacion de moléculas de agua al centro metalico o la union
de un residuo de tirosina en una posicion axial.

\N
w = (=

H-N Cu?* H-N—Cu? N—(l:u2+
| |
N
N __N
\ % W
N N/ N/
Castillo et. al. (2014) Simaan et. al. (2016)

Figura 6. Complejos de Cu mononucleares biomiméticos o bioinspirados reportados por Castillo et al.®

al.®?

y Simaan et

Se realizaron algunos estudios de reactividad con Oz y H2O2/NEt; para identificar los posibles
intermediarios responsables de la reactividad de este complejo con celobiosa. Sin duda, una de las
mayores contribuciones de este trabajo es la propuesta de una ruta por la cual se explica como
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diferentes especies monoméricas y diméricas de Cu reaccionan entre ellas, con el disolvente o con
el sustrato para formar la especie [2BBCu(OH)(S)]" o también conocida como Cu(II)-hidroxo.
Esta especie fue caracterizada tanto por RPE (g. = 2.082, g = 2.250, A; = 423 MHz), como por
espectroscopia UV/Vis (labs = 300 nm).

Unos afios después a la primera publicacion de este tipo de complejos, Simaan et. al.® reportaron

un par de complejos de Cu inspirados en LPMO con ligantes cuya aproximacion a la abrazadera
de histidina consiste en que uno de los brazos de la pinza es un anillo imidazol N-metilado, y en
el otro brazo un anillo piridinico, también describe la presencia o ausencia del grupo imina en la
amina alquilica que une los dos brazos (ver Figura 6). Este complejo report6 actividad oxidativa
frente a p-nitrofenil-b-D-glucopiranésido, ambos complejos reportaron un potencial del par redox
Cu(I)/Cu(Il) de 5 a 50 mV contra EEH en un pH de 6.0. Los valores g de los dos complejos
reportados en este trabajo (gL = 2.059, g1 =2.260, Aj= 530 MHz; g1 =2.060, g = 2.265, Aj =530
MHz) se asemejan mucho a los de una geometria axial distorsionada como las de LPMO. En este
trabajo se explora la reactividad de los dos complejos con H>O> en agua, se detecta una especie
reactiva hidroperdxido [Cu(I)-OOH], la cual presenta bandas de absorcion en 265 y 305 nm asi
como también valores g (g1 = 2.066, gi= 2.249, A;= 510 MHz) propios de un estado basal dx>-
y?. La especie Cu-OOH no es un oxidante muy fuerte, pero se ha reportado que si posee una
actividad oxidativa,*® o que puede llevar a especies de Cu-oxo de alta valencia’ los cuales pueden
ser responsables de la reactividad observada.

Tres complejos mas fueron reportados en el 2019 por el grupo de Mayilmurugan et al,”' donde dos
de los 4tomos de nitrogeno pertenecen a un anillo 1,4-diazepdn, mientras que el tercer &tomo de
nitrogeno mantiene la capacidad de aceptor p, al pertenecer a una piridina (ver la Figura 7). Las
diferencias entre los tres complejos consisten en la adicion de una unidad mas en el espaciador que
conecta hacia el anillo piridinico, asi como la adicidon de un grupo metdxido en posicion para al
atomo de nitrogeno donador en el anillo piridinico. Este complejo también report6d actividad
oxidativa frente a p-nitrofenil-b-D-glucopirandsido y el potencial del par redox Cu(I)/Cu(Il) se
encuentra entre 8-112 mV contra EEH en agua. Los valores de g (g.=2.02-2.08, g =2.25-2.37 y
Al =467-527 MHz) para los tres complejos muestran una geometria de pirdmide cuadrada y un
estado basal dx?-y?. También se detectd espectroscopicamente la formacion de la especie Cu(Il)-
OOH, pero es muy probable que esta especie no sea la que lleve a cabo la activacion del enlace C-
H.
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Figura 7. Complejos de Cu mononucleares biomiméticos o bioinspirados reportados por Mayilmurugan et al.”!

El grupo de Itoh et al.”? ha reportado un complejo mononuclear de Cu con dos histidinas rodeando

al atomo de Cu, uno de los brazos que conecta las histidinas con la amina alquilica es un anillo
bencénico (Ver Figura 8). Este complejo también reporto6 actividad oxidativa frente a p-nitrofenil-
b-D-glucopirano6sido y un tipo de actividad muy llamativa, que biomimetiza a la enzima Metano
Monooxigenasa Particulada (pMMO) activando enlaces C-H de alcanos, llevando a cabo la
transformacion de ciclohexano a ciclohexanol. El potencial del par redox Cu(I)/Cu(Il) se encuentra
entre 323 mV contra EEH en agua, el complejo muestra una geometria de piramide cuadrada
determinado por cristalografia de rayos X.
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Figura 8. Complejos de Cu mononucleares biomiméticos o bioinspirados reportados por Itoh et al.”? y Cowan et
al.”?

Finalmente, el grupo de Cowan et al.”® reporté cuatro complejos de Cu con actividad para degradar

polisacéridos, los ligantes usados les permiten obtener complejos mono, bi y tetrametélicos. Para
fines practicos de este trabajo y en vista de que no existe evidencia alguna de que el sitio activo de
las LPMOQO's sea un sitio polimetélico, solo mencionaremos el complejo monometélico de este
trabajo (Ver Figura 8). Este posee dos anillos piridinicos los cuales estdn conectados a una amina
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alquilica a través de un espaciador con un solo grupo metileno (ver Figura 8). El complejo
mononuclear presenta actividad para degradar enlaces b-glicosidicos como los que se encuentran
en la celulosa, uno de los sustratos modelo utilizados en este estudio fue p-nitrofenil-b-D-
glucopirandsido. El complejo presenta un potencial del par redox Cu(I)/Cu(Il) de 230 mV contra
EEH* a pH 4.0, no se reportaron estudios de RPE.
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Planteamiento del Problema

El planeta entero esta atravesando por una crisis climatica. El mal llamado calentamiento global
provocado por la alta emision de gases de invernadero’> como CO> y CH4 debido a la dependencia
de la sociedad actual en fuentes no renovables como son los combustibles fosiles para la generacion
de energia. Muchos grupos de investigacion han volcado todos sus esfuerzos en la busqueda de
fuentes renovables para la produccion de energia®* y disminuir nuestra dependencia como sociedad
en fuentes no renovables como el petroleo y el carbon.

Uno de los principales candidatos para esta transicion hacia fuentes renovables es la produccion de
biocombustibles como etanol usando azucares fermentables o biodiesel a través de acidos grasos
provenientes de plantas.”® El mayor problema que tienen este tipo de biocombustibles llamados de
primera generacion es que su produccion depende principalmente de biomasa alimenticia como
maiz, soyay cafia de azucar. Esto pone en riesgo la seguridad alimentaria de muchas naciones y es
la principal razon por la que no se ha popularizado a nivel mundial a pesar de que llevan ya algunos
afios en el mercado.

Existe también un tipo de biocombustibles llamados de segunda generacion cuya dependencia de
biomasa alimenticia es nula.”” En su lugar se usa biomasa recalcitrante como lignina, quitina o
celulosa, los cuales son polimeros de carbohidratos estructurales (azlcares fermentables) y que
por su naturaleza recalcitrante no compiten directamente con fuentes de alimentos, esto se ilustra
de mejor manera en la Figura 9.
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Figura 9. Complejos de Cu bioinspirados en LPMO utilizados para degradar biomasa recalcitrante.

Durante los ultimos cinco afios se han incrementado el nimero de complejos de Cu bioinspirados
en las enzimas LPMO que han sido reportados en la literatura.®6-67:6%71.7273 Egtos complejos han
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demostrado actividad para activar enlaces C-H en moléculas modelo como p-nitrofenil-b-D-
glucopiranodsido. Nuestro grupo de investigacion ha reportado el complejo [Cu(H20)2(2BB)](OTf)2
representado en la Figura 2; dicho complejo ha demostrado que puede activar los enlaces C-H de
celobiosa siendo este dimero de glucosa el que mas se acerca al sustrato real que es la celulosa. La
evidencia previa sugiere que se pueden realizar pruebas con este complejo y sustratos reales para
evaluar la capacidad de degradacion de la biomasa recalcitrante como quitina, celulosa y lignina®’.

El desarrollo de nuevas metodologias para poder aprovechar de una manera mas eficiente la

biomasa recalcitrante y poder obtener azucares fermentables que posteriormente se pueden

convertir en biocombustibles es la principal motivacion de este proyecto de investigacion.
Hipotesis

La evaluacion de la capacidad de degradacion oxidativa de complejos de cobre que presenten un
ambiente estructural, electronico y funcional andlogo al de las monooxigenasas liticas de
polisacarido, apartir del ligante bis[(1-metil-2-bencimidazolil)etilJamina (2BB), permitira obtener
una ponderacidon sobre su potencial para degradar biomasa recalcitrante para la obtencion de
azlcares fermentables.

Objetivos

Objetivo General

Determinar la capacidad de degradacion oxidativa que tiene el complejo [Cu(H20)2(2BB)](OTf)> con
sustratos de biomasa recalcitrante como celulosa, lignina y quitina.

Objetivos Particulares

» Sintetizar y caracterizar los complejos [Cu(H20)2(2BB)](OTf). y
[Cu(H20)2(1F2BB)](CIO4),.

= Evaluar la capacidad de degradacion oxidativa que tienen los complejos de Cu
bioinspirados en los sitios activos de LPMO con Oz y H>O> como agentes oxidantes.

* Encontrar las condiciones adecuadas para optimizar la degradacion de biomasa recalcitrante
con los complejos de Cu bioinspirados en los sitios activos de LPMO.
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Figura 10. Reaccion de los complejos de Cu bioinspirados en LPMO con el sustrato de biomasa
recalcitrante y el agente oxidante respectivo.
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Metodologia

General

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico obtenidos de proveedores comerciales y se
utilizaron sin tratamiento previo. El ligante N,N-bis[2-(1-metilbenzimidazol-2-il)-etil]Jamina (2BB) fue
sintetizado segtin lo reportado en la literatura,”® y el complejo [Cu(H20)2(2BB)](OTf)2 (Cu2BB) fue
sintetizado con el procedimiento previamente reportado por el grupo de investigacion.’® Los
disolventes se obtuvieron de proveedores comerciales y en los casos necesarios se destilaron por
métodos convencionales.” Para los anélisis de RMN se empled como disolvente CDCl3 99.8 %,
obtenido de Sigma-Aldrich.

Equipos

Los puntos de fusion se tomaron un aparato Electrothermal Mel-Temp y no se corrigieron. Los
espectros de RMN se obtuvieron a 300 MHz con un equipo Bruker Advance en disolventes
deuterados con tetrametilsilano como referencia interna, o referenciados frente a la sefial residual
del disolvente. Los espectros de infrarrojo se obtuvieron con un espectrofotémetro FT-IR ATR
marca Perkin Elmer modelo Spectrum 3 en un rango de 4000 y 650 cm™. 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 dtomos de Xenon a 6 keV. Los experimentos de degradacion de biomasa fueron
analizados por HPLC-MS en un cromatografo Agilent 7890B usando el método de ionizacion de
electrospray.

Degradacion de Biomasa Recalcitrante a Escala Preparativa

Laspruebas de degradacion con las condiciones enlistadas enla Tabla 1 y el complejo Cu2BB se dejo
reaccionar durante periodos de 24 y 72 horas a temperatura ambiente en un volumen de 2.0 mL de
agua destilada o la disolucion con la cantidad de oxidante correspondiente. Para el caso en el que se
us6 como agente oxidante el oxigeno atmosférico se colocd una masa de 30 mg para quitina y
celulosa, y 40 mg para lignocelulosa; cuando se usé H>O; la masa de quitina anadida fue de 41 mg
con el fin de mantener la relacion catalizador/oxidante constante, celulosa 30 mg y lignocelulosa
40 mg. Se empled una carga de 5 mol % de catalizador para cada uno de los sustratos, asumiendo
un contenido de 75% de celulosa para lignocelulosa.

Posteriormente al tiempo de reaccion se filtré la mezcla y se lavo el sustrato que quedo en el papel
filtro con 2 mL de agua destilada, 2 mL de metanol y 2 mL de acetona. La fase acuosa se analizd
por HPLC-MS cuando fue posible, mientras que el solido fue transferido a un vial previamente
pesado y se dejo en un desecador durante 72 horas previo al registro de su masa. Las disoluciones
blanco se dejaron en agitacion durante 24 horas antes de medirse.
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Catalizador | Oxidante Cantidad de Oxidante | Tiempo
Cu2BB ()} Atmosférico 24/72 h
Cu2BB H,0O» 10 Eq, 3% m/v, 15% m/v | 24/72h’
CuSOq4 0} Atmosférico 24 h
CuSOq4 H>0, 10 Eq, 3% m/v, 15% m/v 24 h

NA (0)} Atmosférico 24 h
NA H>O» 10 Eq, 3% m/v, 15% m/v 24 h

*Se evalud la capacidad de degradacion a 72 h sélo con las condiciones a 15% m/v H2Ox.

Tabla 1. Condiciones de reaccion utilizadas para los diferentes sustratos de biomasa recalcitrante a temperatura
ambiente.

Deigual manera se realizaron pruebas blanco con CuSO4como fuente de cobre y también pruebas
con el sustrato mas el agente oxidante sin ninguna fuente de cobre en la disolucion. A continuacion,
se muestran las pruebas que se realizaron en total.

e Biomasa + O + Catalizador

e Biomasa + 10 Eq H>O, + Catalizador

e Biomasa + 3% m/m H>O; + Catalizador
e Biomasa + 15% m/m H>O; + Catalizador
e Biomasa + CuSO4 + Oz

e Biomasa + CuSOs + 15% m/m H>O»

e Biomasa+ O;

e Biomasa + 10 Eq H20>

e Biomasa + 3% m/v H,O»

e Biomasa + 15% m/v H2O»

Las pruebas se dejaron en agitacion durante 24 h, después de este periodo se peso la cantidad de
biomasa sobrante para determinar la cantidad de materia solida degradada. La disolucién resultante
se filtr6 sobre celita para remover las especies de cobre e identificar inicamente los productos orgdnicos.
Previo al analisis por HPLC-MS para la identificacion de los productos se filtro la muestra por una
membrana de nylon 0.22 mm.

Pruebas de Captura de Radicales

En un vial en el que previamente se encuentra pesada una cantidad de sustrato: 4.4 mg Quitina,
3.3 mg Celulosa, 4.4 mg Lignocelulosa.

Se anadi6é 1.0 mL de una disolucion 1 mM de Cu2BB o CuSOg, se transfirié 0.5 mL de esta mezcla
a un tubo eppendorf donde se anadio sucesivamente 1.3 uL. de DMPO y 2.1 pL. de H>O> 30% m/v,
la mezcla fue homogenizada posterior a la adicién de cada reactivo. Esta mezcla se coloco en una
celda de cuarzo apta para la medicion en el equipo de RPE a temperatura ambiente.
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Sintesis y Caracterizacion

La sintesis y caracterizacion de los ligantes 2BB y 1F2BB, y los complejos Cu2BB y CulF2BB ha
sido reportado previamente.%®’8 En este trabajo se propone un ligante completamente nuevo, con la
adicién de un tercer brazo fenélico.*® El esquema de sintesis de presenta a continuacion en la Figura

1.
’ ©: . N:@ OH OH
NH, \
<\‘_<N Br OH
* —> | NH * <— PBry *

N

oy [0
N N /

OH

o

OH

Figura 11. Diagrama de Sintesis de 2BB y 1F2BB.

Sintesis de N,N-Bis[2-(1-metilbenzimidazol-2-il)-etillamina (2BB): En un matraz bola
previamente recubierto con papel carbon y papel aluminio provisto de agitacion se colocaron 3.10
£ (23.37 mmol) de N-metil-o-fenilendiaminay 1.56 g (12.67 mmol) de 3,3’-iminodipropionitrilo, se
afnadieron lentamente 30 mL de HC1 6 M y la mezcla de reaccion se calento a reflujo durante 100 h.
Posteriormente se enfrié la mezcla en un baio de hielo y se afiadi6 lentamente una disoluciéon de NH4OH
hasta neutralizar. El precipitado verde palido se filtr6 y lavé con un volumen de 200 mL de NH4OH
diluido 0.1 M. Els6lido recuperado se recristalizé en unamezclaetanol:agua(1:1), resultando enunos
cristales color morado en forma de aguja. El rendimiento de esta reaccion fue del 49 % obteniendo
1.87 g del producto final con un p.f. 86-93 °C. Los valores de RMN coinciden con los reportados
en la literatura: RMN 'H (CDCl3) dppm 2.09 (m, 1H NH), 3.08 (t, 2H CH2CHb>), 3.36 (t, 2H CH2N),
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3.69 (s, IHNCH3), 7.2-7.3y 7.6-7.7 (m, 8H, H fenilicos y H benzimidaz6licos). IR (ATR) vmax/cm”
1:3201s, 1619w, 1511m, 1473m, 1442m, 1110m, 887wy 723s, DART-MS [2BB]* 334 m/z.

Sintesis de 2,4-di-tert-butil-6-(hidroximetil)fenol (2,4-di-tBuMeOH): En un matraz bola
provisto de agitador magnético se colocaron 3.5 g (16.96 mmol) de 2,4-di-terbutilfenol disuelto en
5.0 mL de metanol, sobre esta disolucion se afiadid gota a gota una suspension de metanol (5.0 ml)
que contiene 0.51 g (16.98 mmol) de paraformaldehido y 33.5 mg (1.40 mmol) de LiOH. La
mezcla se calent6 a reflujo durante 12 h y se retir6 el disolvente con ayuda de un rotavapor, se
afiadieron posteriormente 15 mL de hexano y se filtrd. Se deja reposar la mezcla de hexano a una
temperatura de -20 °C durante 8 h y los cristales amarillo palido formados fueron recuperados por
filtracion al vacio. El rendimiento de esta reaccion fue de 38.4% obteniendo 1.54 g del producto
final con un p.f. 97-98 °C. RMN 'H (CDCls) dppm 1.29 (s, 3H tBu), 1.43 (s, 3H tBu), 4.86 (s, 2H
ArCH20H), 5.30 (s, IHOH), 6.90 (d, 1H HAr), 7.26 (d, IH, HAr) 7.54 (s, 1H ArOH). p.f.. IR (ATR)
vmax/em™': 3201s, 1619w, 1511m, 1473m, 1442m, 1110m, 887w y 723s. DART-MS [2,4-di-
tBuMeOH]" 236 m/z.

Sintesis de 3,5-di-terbutil-2-hidroxibencilbromuro(3,5-di-tBuBr): En un matraz bola provisto
de agitador magnético se colocaron 1.0 g (4.23 mmol) de 2,4-di-terbutil-6-(hidroximetil)fenol
disueltos en 5.0 mL de CHCIs, sobre esta disolucion se afiadid gota a gota una disolucion de 5 mL
de PBr3 (1.69 mmol) en CHCl3, la mezcla se agité durante una hora a temperatura ambiente, una
vez transcurrido el tiempo de reaccion se afiadieron 5.0 mL de agua y se lavo la fase organica con
15.0 mL de agua destilada, una vez realizados los lavados se afiadio MgSOs a la fase orgéanica para
eliminar el agua residual. Posteriormente se elimind el disolvente de la fase organica con ayuda de
presion reducida y se dejo a -70°C durante dos dias para obtener cristales incoloros y se obtuvo
aproximadamente 1.1 g de 3,5-di-tBuBr con un rendimiento del 87.4% (p.f. 60-64 °C). RMN 'H
(CDCl3) dppm 1.29 (s, 3H tBu), 1.43 (s, 3H tBu), 4.59 (s, 2H ArCH>Br), 5.30 (s, 1H OH), 7.11 (d,
1H HAr), 7.33 (d, 1H, HAr). IR (ATR) vmax/cm™': 3425m, 3179b, 2956s, 2867m, 1650w, 1481s,
1362s, 12275, 996s, 879s.

Sintesis de 2-((bis(2-(1-metil-benzodimidazol-2-il)etil)amino)metil)-4,6-di-terbutilfenol
(1F2BB): En un matraz bola previamente provisto de agitacion se pes6 200.0 mg (0.60 mmol) de
2BB, 179.6 mg (0.60 mmol) de 3,5-di-tBuBr y 124.3 mg (0.90 mmol) de K>COs3 en acetonitrilo
(5.0 mL). La mezcla de reaccion se calent6 a reflujo durante 8 horas. Posteriormente se filtr6 y el
recipiente fue lavado dos veces con un volumen de 5.0 mL de CH2Cly; los extractos organicos
combinados fueron evaporados a presion reducida hasta que un so6lido incoloro comenzo6 a
precipitar. Se deja reposar la mezcla a -20°C durante toda la noche y mediante filtracion se
obtuvieron 116.9 mg de 1F2BB con un rendimiento del 35.3% (p.f. 154-155 °C). RMN 'H (CDCls)
oppm 1.29 (s, 3H tBu), 1.40 (s, 3H tBu), 1.64 (s, 1H HOAr), 3.13 (t, 2H CH2-CH>), 3.30 (t, 2H CH>-
NR3), 3.56 (s, 6H CH3NAr), 4.01 (s, 2H CH2ArN), 6.90 (s, 1H HAr), 7.22-7.28 (m, SH HAr), 7.70 (m,
4H HAr), IR (ATR) vmax/cm™’: 3425m, 3171b, 2956s, 2867m, 1648w, 1481s, 1227s, 995s, 879s,
674m. DART-MS [1F2BB]" 552 m/z.

Sintesis de [Cu(H20)2(2BB)](OTf)2 (Cu2BB): En un matraz bola provisto de agitador magnético
se colocaron 100.0 mg (0.30 mmol) de 2BB y 141.0 mg (0.30 mmol) de la sal de cobre Cu(OTf),-6H-O.
Se anadié 5.0 mL de metanol y la mezcla de reaccion se llevo a reflujo durante 4 h. Transcurrido el
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tiempo de reaccion se procedio a evaporar el disolvente a presion reducida y el sélido verde oscuro
formado se lavo dos veces con 10 mL de dietiléter con el fin de eliminar cualquier residuo organico,
fueron recuperados 192.0 mg con un rendimiento aproximado del 87 %, p. desc.237°C, IR (ATR)
vmax/cm': 3378b,3228s, 1642w, 1613w, 1504s, 1461s, 1461s, 1414s, 1334s, 1284s, 1239s, 1224s,
1152s, 1028s, 747m.

Sintesis de [Cu(H20)(1F2BB)|(Cl04): (CulF2BB): En un matraz bola provisto de agitador
magnético se colocaron 80.0 mg (0.14 mmol) de 1F2BB y 53.7 mg (0.14 mmol) de la sal de cobre
Cu(Cl0O4)2-6H20. Se anadiéo 10.0 mL de acetonitrilo, la mezcla se dejo agitando durante 3 h.
Transcurrido el tiempo de reaccion se procedid a evaporar el disolvente a presion reducida y el
solido verde oscuro que se forma se lavo dos veces con 10 mL de dietiléter con el fin de eliminar
cualquier residuo organico, fueron recuperados 62 mg con un rendimiento aproximado del 50% p.
desc. 193°C, IR (ATR) vmax/cm™': 3635b, 2954w, 2438b, 2160s, 2029s, 1977s, 1460m, 1100s,
1049s, 1010s, 749s.
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Resultados y Discusion

Una vez obtenidos los ligantes y complejos de Cu se procedio a su caracterizacion. A continuacion,
se presentan los espectros de RMN, espectroscopia de masas DART e IR.

Para el ligante 2BB se asignaron las sefiales para el espectro de resonancia magnética de proton
(RMN !'H) las cuales pueden ser observadas en la Figura 12. La sefial en 2.09 ppm se atribuye al
protdn restante en el &tomo de nitrégeno central que une los dos brazos bencimidazoélicos; la sefial
del grupo metileno que se encuentra proximo a la estructura bencimidazoélica se encuentra en 3.08
ppm, mientras que la del grupo metileno préximo al grupo NH se encuentra en 3.36 ppm siendo
ambos tripletes. Un singulete asignado al grupo metilo del N-CH3 en el anillo bencimidazolico se
encuentra en 3.69 ppm, mientras que las sefiales correspondientes a los protones aromaticos del
anillo bencimidazoélico se encuentran entre 7.2-7.7 ppm.
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Figura 12. Espectro RMN 'H del ligante 2BB en CDCls.

La Figura 13 muestra el espectro de masas de 2BB, en donde se puede observar el pico
correspondiente a la masa del ligante en 334 m/z. También en la Figura 13 se muestra el espectro
de IR, la flexion del enlace N-H corresponde a la sefial que se observa en 1619 cm™, los cuatro
picos en 1473, 1442, 1110 y 723 cm! son caracteristicos del anillo bencimidazdlico.
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Figura 13. Espectro de masas DART-MS y ATR-IR del ligante 2BB.

Una vez el ligante 1F2BB ha sido obtenido se asignaron las sefiales para el espectro de resonancia
magnética de proton (RMN 'H) las cuales pueden ser observadas en la Figura 14. Las sefiales en
1.29 y 1.40 ppm se asignan a los dos grupos terbutilos que se encuentran en el anillo aromatico del
fenol, la sefial pequenia y con forma ancha en 1.64 ppm se asigna al proton del grupo fenol, las dos
senales tripletes en 3.13 y 3.30 ppm se asignan a la cadena que une los dos anillos bencimidazoélicos a la
amina terciaria de la estructura y la sefial en 4.01 ppm se asigna al grupo metileno que conecta a la amina
terciaria con el anillo fenolico. La sefial en 3.56 ppm se asigna al grupo metilo que se encuentra unido a
uno de los nitrogenos del anillo bencimidazolico.

Las sefiales en la zona aromatica aparecen a partir de los 6.90 ppm, el cual se asigna a uno de los protones
que se encuentran en el anillo aromatico fenodlico; mientras que las sefiales que se encuentran entre los
7.22 y 7.28 ppm son sefiales de ambos anillos aromaticos dentro de la molécula mientras que la sefial en
7.70 ppm se asigna a los 2 protones que se encuentran en anillo bencimidazoélico.

La Figura 5 muestra el espectro de masas del ligante 1F2BB en donde claramente se puede apreciar
el pico que corresponde a la masa del ligante mas una protonacion en 552 m/z. También se muestra
el espectro de IR en la Figura 15, los cambios mas importantes con respecto al espectro de 2BB
son importantes ya que el pico de 3201 cm™ perteneciente a la extension del enlace N-H se ve
eliminado y los picos de los grupos C-H alquilicos de los grupos terbutilos se ven intensificados,
lo que indica que el grupo amino se encuentra sustituido en la molécula.
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Pruebas de Degradacion

Serealizaron pruebas de degradacion con los sustratos celulosa, quitina y lignocelulosa con el fin de
evaluar las propiedades del complejo Cu2BB en el proceso de pretratamiento de biomasa para la
degradacion oxidativa de los mismos. Las pruebas se realizaron a temperatura ambiente en medio
acuoso.

Pruebas con Catalizador Cu2BB + Agente Oxidante a T ambiente durante
24 horas:

Se llevaron a cabo experimentos con diferentes cantidades y tipos de oxidante siendo el mas facil
de usar el oxigeno atmosférico, los tres sustratos mostraron diferente comportamiento sobre todo
la lignocelulosa, en la que se observa una disminucion en la capacidad de degradacion del
catalizador.

Para todos los casos se observd degradacion de biomasa, inclusive cuando no se agregd agente
oxidante, esto podria deberse a que estos sustratos contienen azlcares reductores que pueden
promover la reducciéon de Cu(Il) a Cu(I). Los complejos de Cu(l) podrian reaccionar con O
atmosférico, activandolo para llevar a cabo la degradacioén oxidativa de los sustratos empleados. Se
debe tomar en cuenta que la cantidad de oxidante dentro del medio de reaccion puede llegar a
afectar el ciclo catalitico evitando que Cu(Il) se reduzca a Cu(I).

Las reacciones de Cu2BB + Oz y Cu2BB + 15% m/v H20: fueron realizadas por triplicado
mientras que las reacciones con cantidades de oxidante de 10 Eq y 3% m/v H2O; fueron realizadas
por duplicado, la Tabla 2 muestra el promedio y la desviacion estandar del porcentaje de
degradacion de las respectivas pruebas.

Tabla 2. Porcentaje de degradacion de biomasa a 24h y T ambiente con diferentes cantidades de
oxidante. n=3 para O, y 15% H20,; n=2 para 10 Eq H202 y 3% H,0,.

Oz 10 Eq HzOz 3% HzOz 15% HzOz

Quit Cel Lig | Quit Cel Lig | Quit Cel Lig | Quit Cel Lig

Promedio | 8.8 11.0 94 | 10.0 3.7 69 |159 87 7.1 |288 252 18.7

Desv.Est | 25 19 25| 65 42 80| 06 19 91| 47 104 6.2

Para quitina se puede observar una tendencia a incrementar el porcentaje de degradacion del
sustrato en la medida que incrementa la cantidad de agente oxidante como se muestra en la Figura
16, esto en contraste con los otros dos sustratos (celulosa y lignocelulosa) en donde se observa
claramente que para los pardmetros de 10 Eq y 3% m/v de H2O: el porcentaje de degradacion
disminuye. Esta tendencia se puede explicar debido al proceso de autoinactivacion del centro
metalico debido a la presencia de H,O», que mantienen al &tomo de Cu en un estado de oxidacion
2+ y no le permite regenerarse a su forma activa Cu(l) para poder continuar con el ciclo de
degradacion.
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De este proceso también se puede destacar el alto porcentaje de degradacion que existe para 15%
m/v H20», en donde para todos los sustratos se excede el 15% de degradacion. Esto puede deberse
a varios factores, la hipdtesis que se maneja es la existencia de una mayor cantidad de oxigeno
disponible en disolucion debido a la descomposicion de H2O2 en O». Los productos mayoritarios
para las condiciones de 15% H>O2 m/v se para celulosa y quitina se muestran a continuacion en la
Figura 17.

Degradacion de Biomasa 24h
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Figura 16. Degradacion de biomasa aumentando la cantidad de oxidante.
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Figura 17. Productos mayoritarios determinados por HPLC-MS para la degradacion de celulosa y quitina en
condiciones de oxidacién 15% H,O, m/v

Las pruebas blanco realizadas ayudaron a determinar la influencia del oxidante en la degradacion
del sustrato asi como también la influencia de la fuente de Cu en la reaccion, la Tabla 3 muestra el
porcentaje de degradacion que se obtiene cuando se usa CuSO4 como fuente de Cu usando O:
atmosférico y 15% m/v H2O2 como agentes oxidantes, y a su vez el efecto que tiene por si solo la
cantidad de oxidante en la mezcla de reaccion.
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Tabla 3. Porcentaje de Degradacion de Biomasa con blanco, CuSOs y catalizador Cu2BB.

0, 15% H-0;

Quit Cel Lig | Quit Cel Lig

SinCu | 32 00 23| 76 43 38

CuSO4 | 00 41 7.0|251 233 6.0

Cu2BB | 88 11.0 94| 288 252 187

En la Figura 18 se observa que cuando se usa como oxidante el oxigeno atmosférico el porcentaje
de degradacion aumenta cuando se usa una fuente de Cu, también se observa claramente que el
catalizador de Cu2BB logra degradar significativamente mas biomasa que CuSOa.

Blancos vs. Cu2BB (0,)

12.0 11.0
10.0 3.8 2.4

8.0 7.0

6.0

4.1
4.0 3.2
2.3
2.0
0.0 0.0
0.0
Sin Cu CusO4 Cu2BB

@02 Quit [D02Cel @O2Lig

Figura 18. Degradacion de Biomasa con blanco, CuSO4 y Cu2BB usando O, como oxidante.

La Figura 19 muestra un incremento en el porcentaje de degradacion de los sustratos al usar una
fuente de Cu en el medio de reaccidn y se nota un ligero aumento en la cantidad de degradacion al
usar el catalizador Cu2BB. Al observar este resultado se puede concluir que el CuSO4 también
cataliza la reaccion de degradacion de biomasa, en este caso se presume que la degradacion se esté
dando debido a un sistema redox tipo Fenton catalizado por los iones Cu’, los cuales pueden
generar radicales hidroxilo con un potencial de oxidacién muy alto y podrian atacar al sustrato
para degradarlo.

Con el fin de comprobar que la degradacion del sustrato cuando la fuente de cobre es CuSOj4 es

llevada a cabo por la generacion de radicales hidroxilo en un sistema tipo Fenton, se llevaron a
cabo pruebas de captura de radicales libres monitoreadas por RPE.
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015% H202 Quit
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Figura 19. Degradacion de Biomasa con Blanco, CuSO4 y Cu2BB usando 15% m/v H,O, como oxidante.

También se realizaron experimentos de control en atmoésfera inerte como se muestra en la Figura

20. Para las condiciones en las que no existe oxidante en el medio de reaccion se puede observar

una pequefia degradacion de aproximadamente 6% para todos los sustratos, esto podria deberse a
compuestos solubles del sustrato o a degradacion del mismo por un mecanismo de hidrolisis.5!
Para 15% m/v H,O: bajo atmosfera de N> los resultados muestran que la degradacion ocurre sin
necesidad de Oy; el cromatograma de HPLC-MS para estas condiciones muestra una gran similitud
con el blanco del sustrato en el que no se usa catalizador alguno.

45
40
35
30
25
20
15
10

Reacciones en Atmosfera Inerte

42.4
33.9
13.5
6.6 6.7 6.3
Quitina Celulosa Lignocelulosa

OAtm Inerte N2 @Atm Inerte 15%H202

Figura 20. Comparativa de reacciones en atmosfera inerte en completa ausencia de oxidante y con 15% m/v de
H>0..
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Prueba de trampa de radicales

El espectro de RPE esperado para DMPO-OH es el de un cuadruplete con intensidad 1:2:2:1. El
espectro de RPE esperado para el aducto del radical superéxido con DMPO es el de un cuadruplete
dobleteado con intensidad 1:2:2:1, estos dos espectros se muestran a continuacion en la Figura 21.

T

Figura 21. Espectros de RPE de los aductos de DMPO con especies activas de oxigeno.

La prueba de trampa de radicales libres realizada en el medio de reaccion arroja resultados
congruentes con lo observado experimentalmente en las pruebas de degradacion de biomasa, se
observa la generacion del radical hidroxilo a través de la deteccion del radical DMPO-OH que
tiene un espectro caracteristico de RPE como un cuadruplete y que se muestra en la Figura 22 para
el sustrato de celulosa (los espectros de RPE para esta prueba para los demds sustratos se
encuentran en los Anexos 1 y 2). Este mismo espectro se observa con una intensidad
considerablemente menor cuando el catalizador usado es Cu2BB, lo cual indica que en este ultimo
caso la generacion del radical hidroxilo es mucho méas controlada y no se encuentra en grandes
cantidades libre en disolucidon. Con esta informacion, se puede plantear que en el caso del complejo
Cu2BB las especies reactivas cobre-oxigeno son responsables de la mayor parte de la degradacion
de los polisacaridos.
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Figura 22. Espectro de RPE del sistema de degradacion de celulosa y la trampa de radicales libres (DMPO).

La presencia del radical hidroxilo cuando el catalizador es CuSOs4 y la baja o casi nula deteccion
del mismo cuando el catalizador es Cu2BB indica que la degradacion en el primer caso no es
controlada y que el producto principal de esta reaccion no necesariamente seran los productos de
oxidacion de los azucares como se observa en el caso de las enzimas LPMO, que es el principal
objetivo de este trabajo.5>*

Efecto del tiempo de reaccion en la degradacion de Biomasa:

Con el fin de evaluar si la capacidad de degradacion de Cu2BB mejora a 72 h con relacion a las
condiciones iniciales de 24 h, se realiza un experimento usando la misma cantidad de catalizador
y sustrato, tan solo el tiempo de reaccion se ve modificado. Esta reaccion se realiza bajo las
condiciones que dieron los mejores resultados descritos anteriormente: biomasa + O atmosférico
y biomasa + 15% m/v H2O».

La Figura 23 muestra el porcentaje de biomasa degradada al cabo de un tiempo de reaccion de 72

h con O atmosférico como oxidante: para celulosa existe un incremento del 6.7% en degradacion,
mientras que para quitina y lignocelulosa el incremento es de aproximadamente el 3%.
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10.0 8.8 24
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0.0
Quitina Celulosa Lignocelulosa
HE24H O72H

Figura 23. Comparativa entre las reacciones a 24 y 72 h usando O atmosférico como oxidante.

La Figura 24 muestra los resultados cuando el oxidante es 15% m/v H2O2, no se observa un cambio
significativo para quitina, mientras que para celulosa disminuye un 5% aproximadamente el
porcentaje de degradacion. Donde se ve una mejora sustancial en el porcentaje de degradacion es
para lignocelulosa, aumentando en un 12.7%. Esto puede deberse a que los compuestos fenolicos
de la lignocelulosa facilitan la reduccion del catalizador de Cu(Il) a Cu(I) para activarlo.

24 vs 72 h H,0,

35.0

30
30.0 28.8 28.1

25.2

25.0

20
20.0 18.7

15.0
10.0
5.0

0.0
Quitina Celulosa Lignocelulosa

0b24H O72H

Figura 24. Comparativa entre las reacciones a 24 y 72 h usando H>O, atmosférico como oxidante.
Analisis de los productos de degradacion por HPLC-MS
Los resultados obtenidos del analisis por HPLC-MS de la mezcla de reaccion muestran que existen

diferentes especies en diferentes tiempos de retencion. Los picos mas relevantes en cada una de
las condiciones reportadas se tomaron en cuenta para proponer una estructura coherente acorde a
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su masa obtenida. Las especies propuestas son fracciones de celulosa, como celobiosa, celotriosa,
u oligdbmeros de més unidades, ademds de aldehidos, cetonas y dcidos carboxilicos producto de la
oxidacion en las posiciones C1 y C4 del anillo piranosico del monémero de glucosa que conforma
a la celulosa. Estas especies han sido reportadas previamente como productos de degradacion de
celulosa y sus posibles derivados.

oHHd  oH Hd  oHHd  oH

Doble Oxidacion C1-Acido Aldonico C1-B-1,5-lactona
C1,C4

Figura 25. Productos de degradacion oxidativa provenientes de un ataque C1 o C4 en el fragmento de celobiosa. El
producto b-1,5-lactona que existe en pequefias cantidades se encuentra en equilibrio con el acido alddnico.

También se han propuesto estructuras para la degradacion de quitina de igual manera con
oxidacion en las posiciones C1 y C4 del anillo pirandsico. En la Figura 25 se ejemplifica como
reconocer el ataque en posiciones C1 o C4, dependiendo del grupo funcional que se genera: un
diol geminal, un aldehido, una cetona o un acido carboxilico. Las estructuras aqui propuestas son
un acercamiento muy plausible con base en las masas observadas y reportes previos en los que se
ha logrado identificar los productos de degradacion de quitina y celulosa.®*% No obstante, sera
necesario hacer un andlisis con técnicas complementarias para lograr caracterizarlas
inequivocamente.
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Tabla 4. Resultados de los estudios de degradacion para celulosa usando Cu2BB

=~ m/z [Moléculas Propuestas + H/Na]*

200-300

OKS\ 7 Il/u%o OXS\

Peso Molecular: 247.15  Peso Molecular: 273.19 Peso Molecular: 261.18

OH
NaOu. o) J/\OH Naojé\ j)
@
HO” >"~07

Peso Molecular: 275.21 Peso Molecular: 291.21

301-600
HO
(@)
HO
Peso Molecular: 421.35 Peso Molecular: 395.27
ONa HO,,
HO OH OH HO
o 5 OH HO
0]
HO < o "OH o
OH

Peso Molecular: 437.35 Peso Molecular: 579.46
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700-850 " n

Peso Molecular: 704.56

NaO

Peso Molecular: 815.68 Peso Molecular: 801.65

Tabla 5. Resultados de los estudios de degradacion para quitina usando Cu2BB

u

[Moléculas Propuestas + H/Na]*
m/z

100- ® 0
200
HO < ONa
OH
Peso Molecular: 155.10
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201- ®
NH NH,
300 3
HO
0 O ONa HOw* 0 ONa NaOu J/
HO v~ YONa HO
OH
Peso Molecular: 201.15  Peso Molecular: 242.18 Peso Molecular: 246.17 Peso Molecular: 260.20
NH,
ON o HO
@ NaOn H OH NaOn- O HO C
Wt
@ HO ; (@)
OH
Peso Molecular: 272.21  Peso Molecular 274.22 Peso Molecular: 279.27  Peso Molecular: 290.22
301- ’ N@
3
500 NH,
Nao.. r NaOSo OH
J\fk HO” >0
OH H
Peso Molecular: 304.25 Peso Molecular: 320.25 Peso Molecular: 331.32
501-
700

Peso Molecular: 510.45 Peso Molecular: 653.59
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Estudio Morfologico usando Microscopia de Barrido Electronico:

Se realiz6 un andlisis morfologico de los sustratos solidos antes y después del tratamiento oxidativo
por microscopia de barrido electronico (MBE), sin que se aprecie algun cambio significativo en cuanto
a la estructura del material. La Figura 26 muestra la imagen amplificada de uno de los sustratos
(celulosa) antes y después del tratamiento con el agente oxidante y el catalizador; no se observan
entidades esféricas que podrian indicar la presencia de nanoparticulas de cobre que podrian estar
llevando a cabo la catalisis, por lo cual se postula que el complejo de cobre actiia como catalizador
homogéneo durante todo el proceso de reaccion.

-
- den,

SEM MAG: 1.00 kx WD 16.36 mm =1 - 15.51 mm VEGA3 TESCAN

View field: 138 pm Det: BSE Moreno's lab | View field: 138 pm Det BSE Moreno's lab

Figura 26. Del lado izq. tenemos celulosa sin tratamiento quimico y del lado der. celulosa con un tratamiento del
15% H>0, m/v ambos con 1000x de magnificacion.

También se analizaron los sustratos antes y después del tratamiento oxidativo mediante espectroscopia
IR, como se muestra en la Figura 27. Las bandas observadas son practicamente idénticas al espectro
previo al tratamiento oxidativo, ademas que no se encuentra la banda de 1710 cm™! caracteristica de
grupos carboxilicos. Debido a esta evidencia se descarta la posibilidad de que haya productos de
degradacion insolubles retenidos en el sustrato y se puede aseverar que toda la masa sobrante de las
reacciones descritas anteriormente corresponde al sustrato sélido practicamente sin cambios.
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Figura 27. Espectro IR del sustrato de celulosa antes y después del tratamiento oxidativo.
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Conclusiones

Se sintetizd y caracterizé el complejo Cu2BB con éxito y este fue usado en pruebas de
degradacion oxidativa de biomasa recalcitrante.

Se logroé sintetizar y caracterizar el complejo Cul F2BB

Se logré determinar la capacidad de degradacion oxidativa del catalizador Cu2BB en los
tres sustratos de biomasa recalcitrante (quitina, celulosa, lignocelulosa), se usaron
diferentes cantidades de oxidante para cada una de las condiciones y se evalud cual de
todas las condiciones es la Optima para llevar a cabo la degradacion de biomasa.

Se observo que la mejor condicion para llevar a cabo la degradacion oxidativa de biomasa
recalcitrante es cuando se usa el catalizador Cu2BB al 5% mol y usando una cantidad de
oxidante del 15% m/v de H2O..

Los estudios morfologicos por microscopia de escaneo electronico no mostraron la
presencia de nanoparticulas de Cu que podrian llevar a cabo la degradacion de los sustratos.
Gracias a la caracterizacion de la reaccion por RPE se pudo concluir que la reaccion no
procede por un mecanismo tipo Fenton, sino que el radical hidroxilo (o la especie oxidante
por identificar) se encuentra dentro de la esfera de coordinacion del Cu.

Perspectivas

Realizar estudios de reactividad con O y H2O: con el complejo Cul F2BB
Realizar estudios de degradacion oxidativa en sustratos de biomasa recalcitrante con el
complejo CulF2BB y compararlo con Cu2BB.
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Anexos

Trampa de Radicales (Quitina)
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Anexo 1. Espectro de RPE del sistema de degradacién de quitina y la trampa de radicales libres (DMPO).

Trampa de Radicales (Lignocelulosa)

—— Blanco
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Anexo 2. Espectro de RPE del sistema de degradacion de quitina y la trampa de radicales libres (DMPO).
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SEM MAG: 1.00 kx WD: 16.04 mm | I VEGA3 TESCAN SEMMAG: 1.00kx |  WD: 16.21 mm | I VEGA3 TESCAN
View field: 138 pm Det: BSE Moreno's lab View field: 138 pm Det: BSE Moreno's lab

Anexo 3. Del lado izq. tenemos quitina sin tratamiento quimico y del lado der. quitina con un
tratamiento de 10 Eq H202, ambos con 1000x de magnificacion.

3

4 J | <
SEMMAG:497x | WD:16.11 mm ] | VEGA3 TESCAN SEM MAG:814x | VEGA3 TESCAN
View field: 278 ym Det: BSE 50 pm Moreno's lab View field: 170 um Det: BSE 50 pm Moreno's lab

Anexo 4. Del lado izq. tenemos lignocelulosa sin tratamiento quimico y del lado der.
lignocelulosa con un tratamiento del 15% H202 m/v ambos con 800x de magnificacion.
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Anexo 5. Espectro IR del sustrato de quitina antes y después del tratamiento oxidativo.
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Anexo 6. Espectro IR del sustrato de lignocelulosa antes y después del tratamiento oxidativo.
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Anexo 7 Espectro ATR-IR de 3,5-di-terbutil-2-hidroxibencilfenol.
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Anexo 8. Espectro ATR-IR de 3,5-di-terbutil-6-hidroxibencilbromuro.
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Anexo 9. Espectro ATR-IR de 1F2BB.
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Anexo 10. Espectro ATR-IR de CulF2BB.

45



x10 2

0.5

x10 2]

0.5

0

Anexo 12. Cromatograma de una muestra de degradacion de quitina a 10 Eq de H2O».
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Anexo 11. Cromatograma de una muestra de degradacion de celulosa a 10 Eq de H20O».
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Anexo 13. Cromatograma de una muestra de degradacion de lignocelulosa a 10 Eq de H2Oo.

46



Moo 333
207
134
. = 336
i} 332 333 et 335 336 =
Masz M2
Anexo 14. Célculo de la distribucion isotdpica del ligante 2BB
h oo a1
50°]
2
ﬁ53
. 554 555
gd5 fatale] 51 52 53 G54 fatata]
Nass Mle

Anexo 15. Célculo de la distribucion isotopica del ligante 1F2BB
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