UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICAS

Reactividad de [Fes3(CO)12] con dimeros y polimeros naturales

TESIS
PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA

Q. Jacobo Vazquez Santiago

Dr. Juventino José Garcia Alejandre

Facultad de Quimica

Cd. Mx. mayo 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



POSG DO ek

Ciencias Quimicas

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICAS

Reactividad de [Fes3(CO)12] con dimeros y polimeros naturales

TESIS
PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA

Q. Jacobo Vazquez Santiago

\B
o 'Ciencias
ulmicas  cjygad de México, mayo 2021



Jurado asignhado

Presidente Dr. lvan Castillo Pérez Instituto de Quimica, UNAM

Vocal Dra. Maria de Jesus Rosales Hoz CINVESTAYV, IPN

Vocal Dr. Miguel Parra Hake Instituto Tecnoldgico de Tijuana

Vocal Dra. Maria del Carmen Virginia  |nstituto de Ciencias Nucleares, UNAM
Ortega Alfaro

Secretario Dra. Susana Porcel Garcia Instituto de Quimica, UNAM

El presente trabajo se realizO bajo la asesoria del Dr. Juventino José Garcia
Alejandre del Laboratorio 304 del Departamento de Quimica Inorganica y Nuclear
de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México, Cd.
Mx, 04510, México



Agradecimientos

A la Universidad Nacional Autonoma de México y a la Facultad de Quimica por la

formacion académica y cultural que me han otorgado

Al financiamiento econémico DGAPA-PAPIIT con nimero de proyecto IN-200119, y
CONACYT con el proyecto A1-S-7657 y al programa de apoyo a la investigacion y
el posgrado (PAIP) de la Facultad de Quimica

Al Dr. Juventino Garcia por su asesoria, responsabilidad, compromiso y por su

contribucion para la elaboracion del presente trabajo de tesis.

Al Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Quimicas de la UNAM vy al
CONACVyt por el otorgamiento de la beca nacional para estudios de maestria con
namero de CVU: 912127

A los miembros del jurado: Dr. Ivan Castillo Pérez, Dra. Maria de Jesus Rosales
Hoz, Dra. Susana Porcel Garcia, Dr. Miguel Parra Hake y a la Dra. Maria del

Carmen Virginia Ortega Alfaro por sus comentarios y correcciones a este trabajo.

A mis abuelos Agustin Santiago Lerdo y Juana Varela LOpez por su paciencia,

comprension, carifio y por su apoyo tanto econémico como mental.

A mis hermanos Paola Vazquez Santiago, Dulce Itzuri Vazquez Santiago y José
Lorenzo Vazquez Santiago por todo su carifio y apoyo

A mis amigos Daniela Pérez, Ana Alfaro, Eduardo Jaimes, Felipe Barajas, Arturo

Aguirre, Misael Gasca y Oscar Carreon

A mis compafieros y amigos del Laboratorio 303: Alma Arévalo, Uzi Garcia, Tania

Gonzalez, Tamara Jurado, Diego Roa y Elvis Robles.



Abreviaturas

°C Grados Celsius

%W Porcentaje en peso

%C Porcentaje de conversion

% viv Porcentaje volumen/volumen

ML Microlitros

ML Microgramos

[M] Precursor metélico

edg. Equivalentes

GC-MS Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

g/mol Gramos/mol

h Horas

IR Infrarrojo

K Grados Kelvin

Kacetil Constante de rapidez acetil

Kglicosidico Constante de rapidez acetil

HPLC-MS Cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas

M Molaridad

mg Miligramos

mL Mililitros

m/z Relacién masa/carga

pH Potencial de hidrogeno

ppm Partes por millon

psi Libras por pulgada cuadrada

RUNPs Nanoparticulas de rutenio

SEM Microscopia electronica de barrido

Snl Sustitucion nucleofilica unimolecular



SN2 Sustitucion nucleofilica bimolecular

uv Ultravioleta
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1. Resumen

El presente trabajo estudia la reactividad de [Fe3(CO)12] en presencia del quitosano
en diferentes condiciones de reaccion. Particularmente se observo la degradacion
de dicho polimero mediante la hidrélisis del mismo catalizada por el metal, cuyos
productos se identificaron como carbohidratos con la prueba de Molisch y
posteriormente se identificaron cualitativamente y cuantitativamente mediante

cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masas (GC-MS).

Para poder identificar los azlUcares obtenidos por cromatografia de gases, se
derivatizaron estos para disminuir su polaridad y aumenta su volatilidad
(silanizacién). Dentro de los carbohidratos identificados se encuentran: glucosa,
fructosa, N-acetilglucosamina, glucosamina. Adicionalmente, se ha propuesto un
mecanismo de reaccion en el cual se explica la formacion de los monémeros del

quitosano, la obtencion de glucosa, y su isomerizacion a fructuosa.

Ademas, se explorod la reactividad de otros precursores metélicos, [Rus3(CO)12] y
[Mn2(CO)10], es presencia del quitosano de manera comparativa. Los resultados con
rutenio muestran una mayor reactividad que la del hierro, asi como menor
selectividad. Mientras que el uso de manganeso no genera los monémeros del

quitosano.



2. Antecedentes

2.1. Carbohidratos

Los términos carbohidrato, sacarido, glacido y azGcar se usan indistintamente para
referirse a una clase amplia de aldehidos y cetonas polihidroxilados llamados
comunmente azucares, con férmula general Cn(H20)n (donde n es un entero = 3).
La palabra sacarido proviene de la palabra azlicar en varios idiomas antiguos

(sarkara en sanscrito, sakcharon en griego y saccharum en latin).!

Los carbohidratos se clasifican por lo general como simples y complejos. Los
azucares simples, 0 monosacaridos que no pueden convertirse en azucares mas
pequefios por hidrdlisis. Los carbohidratos complejos estan formados de dos o0 mas
azucares simples unidos entre si por enlaces acetal, los disacaridos tienen dos
monosacaridos unidos entre si, los oligosacaridos tienen de 3 a 10, y los

polisacaridos de 10 en adelante.?

2.1.1 Monosacéaridos

Los monosacéaridos o azUcares simples son los carbohidratos que no pueden
convertirse en azucares mas pequefios mediante una hidrélisis. Los monosacaridos
son clasifican como aldosas o cetosas, mientras el sufijo —osa designa un
carbohidrato, los prefijos aldo- y ceto- corresponden al tipo de grupo carbonilo
presente en la molécula, ya sea un aldehido o una cetona.! Ademas, el nimero de
atomos de carbono en el monosacarido se indica con el uso del prefijo numérico

apropiado, tri-, tetr-, pent-, hex-, y asi sucesivamente, Figura 1.
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Figura 1. Clasificacién de los carbohidratos.

La letra D representa una configuracion absoluta “R” del enantimero del centro
quiral mas alejado del grupo carbonilo. Por razones historicas coincide con isomero
dextrorrotatorio (al isémero que rota el plano de la luz polarizada en el sentido de
las manecillas del reloj se dice que es dextrorrotatorio, dextrégiro o una forma

dextro).

Los simbolos D y L indican la configuracion de un centro asimétrico, asi como la
configuracion R y S, pero no indican si el compuesto rota el plano de la luz

polarizada hacia la derecha (+) o hacia la izquierda (-).

Ademas de asignarle al nombre una letra "D" o “L” también se puede usar un signo
positivo (+) para aclarar que se trata del isbmero dextrorotatorio o un signo menos

(-) para el enantiomero levorotatorio, Figura 2.

H O H O HO O
H OH HO H H OH
CH,OH CH,OH CH,OH
D-(+)-gliceraldehido o L-(-)-gliceraldehido o D-(-)-acido lactico o
R-(+)-gliceraldehido S-(-)-gliceraldehido R-(-)-acido lactico

Figura 2. La notacion Dy L y su equivalencia.



Cuando un aldehido reacciona con un alcohol forma un hemiacetal y con una
segunda molécula de alcohol forma un acetal. El hemiacetal no suele ser tan estable
como el acetal, y la mayoria de los hemiacetales se descomponen de manera
espontanea al aldehido y al alcohol y rara vez se aislan los hemiacetales. En los
azucares al tener un grupo carbonilo y uno hidroxilo en la misma molécula puede
suceder una adicion nucleofilica intramolecular rapida y reversible, que conduce a
la formacién de un hemiacetal ciclico. Los hemiacetales ciclicos de cinco y seis

miembros estan relativamente libres de tension y son estables.

A un hemiacetal ciclico de seis miembros se le llama piranosa, derivado del nombre
del éter ciclico con seis miembros: pirano. A un hemiacetal ciclico de cinco
miembros se le llama furanosa, derivado del nombre del éter ciclico con cinco
miembros furano. Por ejemplo, al anillo de seis miembros de la glucosa se le llama

glucopiranosay al anillo de cinco miembros de la fructosa se le llama fructofuranosa,

Figura 3.
OH
6 oK 6 Hemiacetal
HOH,C 5 0. 2 s o
HO 7\ cH,0H \ /
4 $ 1 4 3
HO
D-fructofuranosa Furano Pirano D-glucopiranosa

Figura 3. Nomenclatura de las furanosas y piranosas.

Cuando se cierra el anillo de una piranosa o una furanosa, el atomo de carbono del
hemiacetal se convierte de un grupo carbonilo plano a un carbono asimétrico.
Dependiendo de qué cara del grupo carbonilo (protonado) se ataque, el grupo -OH
del hemiacetal puede dirigirse hacia arriba o hacia abajo. Estas dos orientaciones
del grupo -OH hemiacetal forman productos diasteromeéricos llamados anomeros. Al
atomo de carbono del hemiacetal se le llama carbono anomérico, al anémero con el
grupo -OH en posicion axial se le llama anémero a (alfa), y al que tiene al grupo -

OH anomérico en posicién ecuatorial se le llama anémero B (beta).3



2.1.1.1. Glucosa

La glucosa es un azucar de formula molecular CeH1206. La palabra "glucosa"
proviene del griego antiguo yAedko¢ que designaba a vinos dulces o incluso el
mosto. Dado que no se puede hidrolizar en carbohidratos mas simples es un
monosacarido. La presencia de un grupo carbonilo tipo aldehido en su forma lineal
lo convierte en una aldosa, mientras que sus seis atomos de carbono lo convierten

en una hexosa; por lo tanto, es una aldohexosa.

Debido a que los anémeros de la glucosa son diasteromeros, por lo general tienen
diferentes propiedades. Por ejemplo, la a-D-glucopiranosa tiene un punto de fusién
de 146 °C y una rotacién especifica de 112.2°, mientras que la B-D-glucopiranosa

tiene un punto de fusién de 150 °C y una rotacion especifica de 18.7°.3

Cuando la glucosa se cristaliza en agua a temperatura ambiente, resulta la a-D-
glucopiranosa cristalina pura. Si la glucosa se cristaliza del agua dejando que ésta
se evapore a una temperatura arriba de los 98 °C, se forman cristales de 3-D-
glucopiranosa pura. Cuando uno de los anémeros de glucosa puros se disuelve en
agua, se observa un cambio interesante en la rotacion especifica. Cuando se
disuelve el anémero a, su rotacion especifica disminuye poco a poco su valor inicial
de 112.2° a 52.6°. Cuando se disuelve el anémero 3 puro, su rotacién especifica
aumenta de 18.7° al mismo valor de 52.6°. A este cambio en la rotacion especifica
se le llama mutarrotacion.® La mutarrotacién ocurre debido a que los dos anémeros
se interconvierten en la disolucién. Cuando cualquiera de los andmeros puros se
disuelve en agua, su rotacion cambia de manera gradual a una rotacion intermedia
que resulta de las concentraciones al equilibrio de los anémeros. La distribucion de
las formas anoméricas en el equilibrio se calcula a partir de las rotaciones épticas

de los isbmeros puros y de la rotacion Optica final de la disolucion.

La resonancia magnética nuclear de 3C{*H} indica que en disolucién se encuentran
presentes: a-piranosa (38.8 %), B-piranosa (60.9 %), la a-furanosa (0.14 %), B-
furanosa (0.15 %) y la cadena abierta (0.0045 %) Figura 4.%
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Figura 4. Isdmeros de la D-glucosa.

La abundancia relativa de los diasteroisomeros a- y B-piranosa en disolucién
depende de dos factores. El primero es la solvatacion del grupo hidroxilo anomérico.
Un -OH ecuatorial esta menos impedido estéricamente y mejor solvatado en
disolucién acuosa, que uno axial. Este efecto estabiliza y favorece la forma B-
piranosa en la disolucién. El otro factor es el efecto anomérico,34 que implica la
preferencia para que un sustituyente electronegativo ((OH) ocupe una orientacién
axial cuando esta enlazado con el carbono anomérico en la forma piranosa. Este
efecto es una interaccion de enlace entre el par solitario axial en el atomo de oxigeno
en el anillo y el orbital 0* del enlace C-OH, es decir, la molécula puede estabilizarse
mediante la deslocalizacién de electrones por parte de la densidad de electrones

desde el orbital sp3 del oxigeno al orbital antienlazante o*, Figura 5.3
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Figura 5. Representacién esquematica de la posicidon de orbitales en una

piranosa.

2.1.1.2. Fructosa

La fructosa (o levulosa) es un azucar simple no hidrolizable del grupo de la cetosas,

gue se encuentra en abundancia en frutas y en la miel. Es una hexosa que tiene la

misma férmula molecular que sus isbmeros, en particular la glucosa: CsH120s.

La D-fructosa existe en disolucion acuosa como 70% de B—piranosa, 2% de a-

piranosa, 0.7% de cadena abierta, 23% de B—furanosa y 5% de a-furanosa. La forma

piranosa resulta de la adicion del OH en C6 al grupo carbonilo, mientras que la forma

furanosa resulta de la adiciéon del OH en C5 al grupo carbonilo,® Figura 6.

1 CH,OH
20
3
HO———H
4
H————OH
-D-fructopiranosa (70%) H—5—OH
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6 CH,OH
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OH
HOHC . (o
, HO 7~CH,0H
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3-D-fructofuranosa (23%)
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Figura 6. Isdmeros de la fructosa en disolucién acuosa (piranosay

furan

0sa).



2.1.1.3. Reacciones de isomerizacion

En condiciones basicas, se elimina de manera reversible el protdén alfa al grupo
carbonilo del aldehido (o cetona). En el ion enolato resultante, el C2 ya no es
asimétrico y la estereoquimica se pierde. La reprotonacion puede llevarse a cabo
en cualquier cara del enolato, formando asi cualquier configuracion. El resultado es
una mezcla en equilibrio del azucar original y su epimero C2. Debido a que el
resultado es una mezcla de epimeros, a este cambio estereoquimico se le llama
epimerizacion. El mecanismo involucra un equilibrio rapido, catalizado por base, de

la glucosa a una mezcla de glucosa y su epimero C2, manosa, Figura 7.°

Abstraccion del proton Reprotonacion en la otra cara
H o} H__~° He ¥_O- H o
\/ N NS y \/
Ay s TR
OH H—1—O0H - —OH L on [\ / HO——H
-OH H -
HO H HO—F—H ~<«—» HO—T—H —— HO H + OH
H——OH H——OH H——OH H—1—OH
H——OH H——OH H——OH H——OH
CH,OH CH,OH CH,0H CH,OH
D-glucopiranosa Enolato D-manosa

Figura 7. Reaccién de epimerizacion.

Otra reaccidn secundaria catalizada por base es el reordenamiento a un enodiol,
como se muestra en el mecanismo de la Figura 8. Si el ion enolato (formado por la
eliminacion de un protdn en el C2) se reprotona en el oxigeno en el C1, resulta un
intermediario enodiol, la eliminacién de un protén del oxigeno en el C2 y la

reprotonacion en el C1 forma fructosa, una cetosa.®
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Figura 8. Reordenamiento a un enodiol.

En condiciones muy bésicas, la combinacion de los reordenamientos a un enodiol y
la epimerizacion conducen a una mezcla compleja de azlcares. Excepto cuando se
usan azucares protegidos y cuando se emplean reactivos neutros o acidos se evitan

estas reacciones secundarias.

La isomerizacion de aldosas a cetosas sucede mediante la accion de bases
inorganicas tales como Ca(OH)2, NaOH y KOH. A esta reaccion de isomerizacion
en fase homogénea se le denomina "transposicion de Lobry de Bruyn-Alberda van
Ekenstein".”

Sin embargo, de acuerdo a Suzuki y a Tsumura® el principal problema de la
isomerizacion en medio béasico es la inestabilidad del azucar en una disolucion
alcalina que también es calentada. Estas condiciones provocan la destruccion del

azucar en otras sustancias y acidos organicos durante el curso de la reaccion.

Suzuki y Tsumura también informan las condiciones de reaccion béasicas de la
isomerizacion de glucosa alcalina bajo varios valores de pH, concentracion de
glucosa y catalizadores; concluyendo que al usar altas temperaturas y tiempos
cortos de reaccion la velocidad de isomerizacion de la glucosa es mayor que la de
la destruccion del azdacar con lo que se obtiene un porcentaje bastante alto de

formacion de fructosa con una destruccion de azucar muy baja (1-3%).
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Figura 9. Deshidratacion de glucosa a HMF usando &cidos de Lewis y

Bronsted.

Adicionalmente, Tianfu W., Justin A. y Brent H.® informan la deshidrataciéon de
glucosa catalizado por varias sales metalicas (acidos de Lewis); se encontr6 que el
valor del pH de la disolucion acuosa desempefiaba un papel importante en el control
de las actividades del &cido de Lewis, ademas de que la acidez de Lewis junto con
la acidez de Brgnsted podria producir HMF con altos rendimientos ya que la
deshidratacion de fructosa es catalizada por acidos de Brgnsted y es mas selectiva

hacia la formacion de HMF, Figura 9.

La Figura 10 representa un mecanismo de reaccién propuesto® utilizando acidos de
Lewis del tipo MCls en medios homogéneos. En este mecanismo de reaccion, el
hidruro en la posicion C2 migra a C1 de acuerdo con una reduccién de Meerwein—
Ponndorf—-Verley (MPV) y este cambio intramolecular de hidruro deberia ser
cinéticamente limitante, ademas de que la etapa de isomerizacion es el paso
limitante de la reaccion para la deshidratacion de glucosa a HMF con sales acidos

de Lewis.

El mecanismo de reaccion de MPV implica la coordinacion simultanea del grupo
carbonilo de una cetona y del grupo hidroxi de un alcohol a un centro metalico. La
acidez de Lewis adecuada en el centro metélico permite la polarizacion del grupo
carbonilo de la cetona y promueve una transposicion de hidruro del grupo hidroxi
del alcohol al grupo carbonilo de la cetona.®

10
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Figura 10. Mecanismo de la deshidratacion de glucosa propuesta mediante

catalizadores acidos. M representa el centro metalico y al 4cido de Lewis.*?

Por otro lado, la isomerizacion en fase heterogénea se ha realizado empleando
zeolitas, hidrotalcitas y resinas de intercambio aniénico. Las zeolitas son sélidos
cristalinos microporosos con estructuras bien definidas. Generalmente contienen

silicio, aluminio y oxigeno en su estructura y cationes, agua y/u otras moléculas
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dentro de sus poros. Las zeolitas tienen simultdneamente sitios acidos y basicos.
Por tanto, las zeolitas tienen la capacidad de actuar como catalizadores de
reacciones quimica, las cuales tienen lugar dentro de las mismas cavidades

internas.!!

O OH
HO

Zeolita R-OH g

o4 Paso 1

OH
Glucosa Fructuosa

Zeolita R-OH 1 Paso 2

Paso 3

Fructuosa Alquil fructuosa

Figura 11. Isomerizacién de glucosa a fructuosa catalizada por zeolita en

medio acuoso y alcohélico.

Se ha demostrado que las zeolitas de areas superficiales grandes (700 m?/g), tales
como las zeolitas H-Y, H-USY y H-B, proporcionan un excelente rendimiento
catalitico en la isomerizacién de glucosa a fructosa, en alcohol y medios acuosos
en dos etapas de reaccion. El mecanismo de reaccién involucra la isomerizacion de
la glucosa a fructosa (paso 1) y la posterior reaccion con metanol para formar metil
fructuosa (paso 2), seguida de hidrdlisis para volver a formar la fructosa después de
la adicion de agua (paso 3), como se ilustra en la Figura 11. El mejor resultado se

obtuvo utilizando la zeolita H-USY con un rendimiento de fructosa de 50-55%, con
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30-40% restante de glucosa incluso con baja carga de catalizador (relacion de masa

de glucosa a catalizador = 12.5: 1) a 393 K durante una hora.*?

2.2. Prueba de Molisch

Dentro de las pruebas cualitativas para detectar diversos azlcares se encuentra la
tradicional prueba de Molisch.'® La reacciéon procede cuando el carbohidrato se
hidroliza en medio acido y forma HMF, si es una hexosa, o furfural, si es una pentosa
del carbohidrato en cuestion; posteriormente ocurre una reaccion de condensacion
entre dos moléculas de naftol, del reactivo de Molisch, y el aldehido con el HMF o
furfural; de acuerdo con la estructura quimica y la concentraciébn del azlcar
presente, se producira un color rojo, azul o violeta en forma de un anillo entre dos
fases liquidas (Figura 12), ademas, la concentracion del azucar en la disolucion

determina el tamafio y la intensidad del color del anillo.

OH O
OH
OH (@]
O O I 2 O.
HO S D \ / —————~ HO \ /
i 0

HO

B s PO
\Y, HO HO \/

/A —
Prueba de Prueba de
Molisch Molisch
Negativa Positiva
HO+

HO

— )

o+

H

Figura 12. Prueba de Molisch.

En la prueba de Molisch, se utiliza acido sulfarico concentrado tanto para producir
los derivados del furfural como agente de condensacion. Cuando la concentraciéon

del acido se reduce por debajo del 55 % v/v no se notara el color violeta; los
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alcoholes etilico y amilico, benceno, xileno, acetona y éter no permiten la formacion

del color morado y dan falsos negativos.*?

2.3. Polisacaridos

Un carbohidrato que puede ser hidrolizado a muchas unidades de monosacaridos
es llamado polisacarido. Los polisacaridos son polimeros naturales que entre los
mas importantes para los seres humanos se encuentra la celulosa y el almidon.
Ambos se producen en las plantas a partir del didéxido de carbono y el agua mediante
la fotosintesis, y ambos estan formados por unidades de D-(+)-glucosa. La celulosa
es el polimero natural mas abundante en la naturaleza, el principal material
estructural de las plantas, proporcionandoles rigidez y forma. En cambio, el almidén
constituye el suministro de alimentos de reserva de las plantas y se encuentra
principalmente en las semillas y tuberculos, es mas soluble en agua que la celulosa,

se hidroliza mas facilmente y, por lo tanto, se digiere mas facilmente.'4

2.3.1. Quitosano

El quitosano es un polimero natural formado por varias unidades aleatoriamente
distribuidas de N-acetilglucosamina y D-glucosamina unidos por un enlace (3-1,4-
glucosidico (Figura 13). El quitosano proviene de la desacetilacidén de la quitina, el
segundo polimero natural mas abundante del planeta, cuya fuente principal de
obtenciéon es el exoesqueleto de los crustaceos!® que se encuentra facilmente
disponible como desecho de la industria de procesamientos de alimentos del mar.
Esta materia prima para la produccion de quitosano es muy barata, convirtiendo la
produccion a gran escala del quitosano sea econémicamente viable a partir de este

recurso renovable.
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N-Acetilglucosamina D-Glucosamina

OH
0 _}— Desacetilacion
P 0 o
HO
NH
L /go In
Quitina Quitosano

Figura 13. Estructura de la Quitina y del Quitosano

Se han dedicado multiples investigaciones al estudio del quitosano debido a su nula
toxicidad, biocompatibilidad y controlable biodegradabilidad que le confieren
innumerables aplicaciones en un amplio rango de campos como la agricultura,
purificacion de agua, biotecnologia de alimentos, cosméticos, medicina, farmacos,
etc,'® sin embargo, aunque tiene muchas aplicaciones, estan limitadas debido a su
alto peso molecular y baja solubilidad.'” Ademas, cuando el quitosano es
degradado, sus propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas son mejoradas,*® de aqui

el interés por degradar este polimero.

2.3.1.1. Degradacion de quitosano

Algunos de los métodos mas comunes utilizados para degradar a los respectivos
mondémeros del quitosano son: hidrélisis &cida,'® hidrélisis enzimatica.?° La
degradacion de quitosano utilizando catalizadores de hierro para obtener el

monomero aun no se ha reportado.

K. M. Varum, M. H. Ottoy y O. Smidsrod?' reportan la dependencia entre las
constantes de rapidez de la desacetilacion del quitosano (Kaceti) Yy la hidrélisis del

enlace glicosidico (Kgiicosidico) a diferentes concentraciones de HCI.

ey S — G

Paso limitante ® NH3

OH H20 OH

Figura 14. Hidrolisis del enlace N-acetilo via Sn2.
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La hidrdlisis del enlace N-acetilo procede a través en una reaccién Sn2 donde el
paso limitante de la reaccién es la adicion del agua al i6n carbonio (Figura 14)
implicando que Kaceti decrezca cuando la concentracion de acido aumenta (al
disminuir la concentracion del agua). Mientras que la hidrdlisis del enlace glicosidico
procede via una reaccion Sn1, siendo el paso limitante de la reaccion la formacion
del i6n carbonio (Figura 15) implicando que Kgiicosidico N0 depende de la concentracion
de agua. Adicionalmente, Varum y colaboradores?! encontraron que la rapidez de
la hidrdlisis es cerca de 10 veces mas alta que la rapidez de la desacetilacion,
ademas que la rapidez de la degradacion incrementa proporcionalmente a la
concentracion del 4cido y para un quitosano altamente desacetilado se hidroliza

mas despacio comparado con uno con mas acetilos.

OH OH OH OH
+ H
o H
(0] - O
HO HO HO 2/ Ho
NRH NRH NRH NRH
OH L
l Paso limitante
(o]
HO
HO )= OH HO
+
+ NRH -H o) 0 oH
+ —
O
OH Hzo HO * OH
NRH HRN
O
OH
HO
NRH

Figura 15. Hidrdlisis del enlace glicosidico via Sn1.

La degradacién térmica de la biomasa de quitina y del quitosano se ha investigado
mediante andlisis termogravimétrico;?> entre los componentes liberados de la
pirélisis incluyen: H20 y NHs en mayores cantidades, ademas de CO2 en una
primera etapa a temperatura moderada (< 150 °C); posteriormente en la segunda
etapa (150-250 °C), los principales productos de la pirdlisis fueron H20, NH3, CO2y
CHa, junto con CO y otros hidrocarburos (C2H2, C2Hsa y C2Hs). También se
detectaron formaldehido y acido acético. La amida en estos polimeros muestra la

estabilidad térmica mas alta probablemente debido a la estabilidad mejorada
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inducida por el acetilo y los puentes de hidrégeno que forma. Los polimeros
muestran una ligera pérdida de masa a 100 °C, que se le atribuye a la evaporacion

del agua adsorbida fisicamente en la superficie de las muestras.??

OH OH OH
H
(0] 0 0 & O
Ho o T —— o 4 O o~
NH NH, HO HO
/& NH; NH
0 n m 2

OH
o)
HO o)
OH NH,
o)
O/
HO + H,O \ OH
NH
A Vg
0 HO HO
NH
0
OH
OH gt
0
o
OH - 0
0] - (6] r\|j| * H2
- O + )j\ N
NH, OH D OH

0
HO

Figura 16. Posible mecanismo de la degradacién del quitosano y formacién

de la N-acetilglucosamina®

De acuerdo con Maria Mucha y Adam Pawlak?3 el proceso de la degradacién del
quitosano disminuye cuando aumenta el grado de desacetilacion. Lo mas probable
es que cuando el grado de desacetilacion es bajo exista un mayor grado de
empaquetamiento entre las cadenas poliméricas y, en consecuencia, una menor
absorcion de agua y poca solubilidad. En este sentido, mientras mayor sea el grado
de desacetilacion sera mas susceptible a la degradacion térmica, mientras que la
fotodegradacion (radiacion de luz UV) del quitosano se promueve también, con un

alto grado de desacetilacion.
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La ruptura homolitica en el enlace glicosidico del quitosano provoca la formacién de
radicales libres que inician la oxidacion. Como resultado de esta reaccion aparece
una banda en el nimero de onda 1730 cm, cuya intensidad creciente se observa
durante la foto y termodegradacion.?® Adicionalmente se encontré por IR un
decremento en intensidad de la banda en 1150-1040 cm™* correspondiente al enlace
glucosidico, lo que indica que hubo un rompimiento de ese enlace. El decremento
en las bandas del grupo hidroxilo (3450 cm™) y del grupo metileno (2920 cmy 2880
cm?) indican lo mismo.?® El decremento de la absorbancia a 3360 cm™ se relaciona
con la ruptura del enlace N-H entre moléculas adyacentes.?® La disminucion de la
intensidad de la banda del grupo amina (1590 cm?) indica la formacién del acido
acético, y el incremento de banda (1655 cm™ y 1560 cm™) indican la formacién de

la N-acetilglucosamina?® (Figura 16).

Se ha demostrado la reduccion de la masa molar de muestras degradadas del
quitosano mediante sondlisis, sonocatalisis y sonofotocatalisis en presencia de
nanoparticulas de TiO2 a diferentes tiempos de reaccion. La Figura 17 representa

un cambio hacia pesos moleculares mas bajos indicando su degradacion

4.5
o Sonolisis &
4
O Sonocatalisis
8 3.5 A Sonofotocatalisis
54
& 3-
Lo |
X
3 2.5
=
S 27
1.54
1 ! T T J ' : :
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo de sonicacion (min)

Figura 17. Cambio en la masa molar de muestras de quitosano degradadas
por sondlisis, sonocatalisis y sonofotocatalisis en presencia de

nanoparticulas de TiOza diferentes tiempos.?*
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Los mejores resultados se obtuvieron al acoplar la fotocatalisis con la sondlisis
debido al aumento de la produccién de radicales hidroxilo en la mezcla de reaccion,
mejor transferencia entre la fase liquida y la superficie del catalizador, estimulacién
de la catélisis inducida por ultrasonido y luminiscencia y el aumento de la actividad

catalitica debido a que el ultrasonido aumenta la superficie de contacto.?*

En un trabajo reciente del grupo de investigacion®® se estudié la reactividad de
[Rus3(CO)12] (como precursor de nanoparticulas), utlizando fosfinas (como
estabilizador de nanoparticulas) en presencia de quitosano, en condiciones
relativamente drasticas de temperatura y presion, misma en la que se obtiene el

mondmero del quitosano.

La diciclohexilfosfina (dcype) fue el ligante que logr6 mejores resultados, al
mantener la forma, tamafio y adecuada estabilizacion de las nanoparticulas de

rutenio, Figura 18.%°

OH OH OH
(¢) (o) [R113(CO)12] 13% W
° Ho o »> HO k OH
HO 15 h, 190 °C, 500 psi H, HO
Ly NH m  Ligante, p-TsOH, H,0 NH,
P
Quitosano Glucosamina

Entrada % C* Selectividad Rendimiento Ligante (eq.) Pruebade

(%)" (%) Molisch

1 96 P(Ph)s(3) Positiva

2 78 <1 1 P(Cy)z (3) Positiva

3 91 33 36 dCype (3) Positiva

4 86 dppe (3) Negativa

* 0% C = porcentaje de conversion. Obtenido por la ecuacion 1.
** Determinado por HPLC-MS. Obtenido por la ecuacion 2.

Figura 18. Reactividad de quitosano con RuNPs.
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El espectro de masas de la muestra analizada por HPLC-MS muestra un pico en
177.6 m/z el cual corresponde a la glucosamina desprotonada y con carga negativa
pues la ionizacion por electroespray se adquirié con polaridad negativa (masa molar
de la glucosamina 179.17 g/mol), Figura 19.

Intens. ] cpi01525.d: -MS, 10.6-12.1min, 100%=3431
40001
17756 o
30001
0
2000 HO OH
1 HO
10001 e
. 377.4
0+—h A

200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z

Figura 19. Espectro de masas de la glucosamina

2.4. Hierro

La catalisis basada en hierro ha llamado la atencion debido a su facil disponibilidad
al ser el metal mas abundante en la corteza terrestre (5 %W), por su bajo costo,

nula toxicidad y su naturaleza benigna como hierro metélico.

Las sales y complejos de hierro se han utilizado ampliamente como catalizadores,
mientras que la catalisis por nanoparticulas de Fe se debe en gran medida a la

relacion significativa de su actividad catalitica con el tamafio de las nanoparticulas.?®

2.4.1 Complejos y nanoparticulas de hierro con quitosano

El quitosano considerado un aminopolisacarido se une a iones metalicos a través
de diferentes mecanismos como el intercambio idnico, de quelacién o la formacién
de complejos ternarios.?’ El complejo quitosano-hierro (CS-Fe) se forma entre las
cadenas poliméricas de quitosano y hierro a través del grupo amina (-NH2) y el grupo
hidroxilo (-OH), mejorando asi su capacidad de absorcion. Las micrografias SEM
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indican que la superficie exterior de las nanoparticulas de quitosano-hierro tienen
mayor rugosidad y poros mas irregulares que las nanoparticulas de hierro, lo cual

resulta en zonas mas reactivas y mayor capacidad de absorcion.?8

Otra caracteristica distintiva de este polimero es la alta cantidad de grupos amino
en el C-2 de la glucopiranosa, esta caracteristica permite al quitosano formar
complejos con metales y este puede ser empleado en la catalisis homogénea o
heterogénea. Se han reportado diversos sistemas de coordinacion quitosano-metal
con diferentes nucleos metalicos como catalizadores organometalicos potenciales
para la degradacion del fenol en agua.?® Entre los cationes metdlicos utilizados se
encuentran: Cu (1), Fe (lll), Fe (1), Co (Il), Pd (II) y Mn (ll), y se identificé que el
complejo de quitosano-Fe (lll) era el catalizador mas eficaz en reacciones de

degradacion de contaminantes (Figura 20).
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Figura 20. Degradacion de contaminantes con el uso de complejos Fe-

Quitosano.

Se encontré que el Fe (Ill) pudo degradar (80%) al triclosan y 3-clorofenol en 1 hora
y en presencia de peréxido de hidrégeno (Figura 20). Por otro lado, la catalisis del
complejo CS-Fe (ll) probablemente funciona a través de un mecanismo de reaccién
mixto de radicales libres y metal. El sistema CS-Fe (lll) también se prob6 como una
pelicula catalitica solida para reacciones heterogéneas.?® Los resultados sugieren

gue el catalizador solido también funciona a través de un mecanismo que involucra
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al metal, y que su eficacia catalitica tiene un potencial significativo para la

eliminacion de contaminantes orgénicos en el agua.

El informe referido demostré la capacidad de un sistema biodegradable, ecoldgico,
barato y facil de usar, para funcionar como catalizador hacia la degradacion de
contaminantes de preocupacion emergente en el agua. Este catalizador es activo a

pH casi neutro y promueve la oxidacion a través de especies de hierro.
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3. Hipotesis

El [Fe3(CO)12] como precursor catalitico favorecera la degradacion de quitosano

Se generara una especie basada en hierro lo suficientemente acida, debido a la

presencia de ligantes carbonilo, capaz de hidrolizar el enlace glicosidico

El quitosano en presencia de P(Cy)s y [Fe3(CO)12] llevara a cabo una hidrélisis en

medio acido y generara carbohidratos.

OH OH
% o 5 T, t o (H O)
" [ S| f0mLH,0,pTsOH " 2 "
. ) )§ N P(Cy)s Carbohidratos
Quitosano o]
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4. Objetivos

1) Evaluar la reactividad de [Fe3(CO)12] en presencia de quitosano

2) Establecer las condiciones Optimas del sistema para obtener rendimientos

eficientes.
3) Lograr degradar al quitosano en medio acido.

4) Realizar pruebas de homogeneidad y blanco del catalizador para saber cual es

la especie activa.
5) Lograr la hidrdlisis del enlace glicosidico del quitosano
6) Obtener carbohidratos de la hidrdlisis del quitosano

7) Estudiar la reactividad de otros carbonilos metélicos similares en presencia de

quitosano
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5. Resultados

5.1 Reactividad de Quitosano con [Fe3(CO)12]

De inicio se emplearon las condiciones optimizadas establecidas en un trabajo
anterior con rutenio,?® con la intencién de obtener mondémeros del quitosano
utilizando un precursor catalitico de menor costo y toxicidad, el [Fe3(CO)12], ademas,
al igual que en el trabajo anterior, se utilizé la prueba de Molisch para identificar
cualitativamente la presencia de carbohidratos; en cuya reaccidn positiva se
presenta un anillo morado indicando la presencia de glucidos como se describié en
la seccion de antecedentes. En estas condiciones la prueba de Molisch fue negativa,
lo que indica la ausencia de carbohidratos (Tabla 1, entrada 1) posiblemente debido

a la menor reactividad del hierro en presencia del quitosano.

Se cambid el ligante por una fosfina monodentada con la intencién de favorecer una
mayor reactividad con la especie activa de hierro; asi, la prueba de Molisch resulté
positiva indicando presencia de carbohidratos (Tabla 1, entrada 2). Para saber cual
era la naturaleza de la especie activa se realiz6 una prueba de homogeneidad
agregando una gota de mercurio a la reaccion anterior; la prueba de Molisch resulté
negativa (Tabla 1, entrada 3) lo cual es indicativo de la presencia de nanoparticulas
inhibida por el amalgamiento de éstas con el mercurio, las cuales resultan
cataliticamente activas en presencia de P(Cy)s con un tamafio, forma y superficie

de contacto adecuados para degradar al quitosano.

Al aumentar la carga del catalizador y al utilizar el dcype como ligante estabilizador
la prueba de Molisch es positiva (Tabla 1, entrada 4). Al parecer el estabilizador de
nanoparticulas permite una adecuada reactividad de estas con mayores cargas del
precursor. Igualmente se realizO una prueba de homogeneidad que muestra
nuevamente la existencia de nanoparticulas al inhibir la prueba de Molisch (Tabla
1, entrada 5).
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Tabla 1. Optimizacion de ligante.

[Fes(CO)q2]
f&v H&\y J( - Cu(HO),
H, (500 psi), 190 °C, 15h
‘% H,0, p-TsOH, P(R)3

Quitosano

Entrada Carga del precursor | Ligante (eq.) Prueba de Molisch
catalitico (%W)

1 10.2 dcype Negativa

2 10.2 P(Cy)s Positiva

3 10.2 P(Cy)s’ Negativa

4 13 dcype Positiva

5 13 dcype’ Negativa

6 10.2 P(Cy)az Negativa

7 13 dcype~ Negativa

* Una gota de Hg (0). ** 10 mL de &cido acético al 1 % v/v.

Es conocido que la solubilidad del quitosano depende del grado de desacetilacion,
la concentracion, el tipo de acido y el pH,* para aumentar la solubilidad se han
usado disoluciones de acido acético al 1% v/v,?* la cual se sustituy6 por el p-TsOH,
con el objetivo de aumentar la solubilidad del quitosano y asi aumentar la reactividad
entre las nanoparticulas y el sustrato. Sin embargo, el aumento de la solubilidad no

mejora la reactividad (prueba de Molisch negativa, Tabla 1, entrada 7).

Continuando con la optimizacion se decidié no utilizar hidrégeno gas, teniéndose en
este caso que la prueba de Molisch es positiva (Tabla 2, entrada 1) por lo que se
concluye que no es necesario una atmaosfera reductora ni altas presiones para

obtener carbohidratos.

Asi, en ausencia de hidrégeno molecular, se probaron varias temperaturas, de las
cuales solo a 170 °C y a 150 °C las pruebas de Molisch son positivas (Tabla 2,
entradas 2, 4 y 5). Por lo que se opto por usar 170 °C debido a que la coloracion del
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anillo morado de la prueba de Molisch es mas intensa y el anillo mas grande que el

del experimento a 150 °C.

Tabla 2. Optimizacion de la temperatura.

OH OH
o 5 [Fes(CO)o] 5
» C,(H20)
HO HO o 10 mL H,0, p-TsOH, P(Cy)3 " "
NH, 4 NH - T (°C), 15h

Quitosano % %

*Sin hidrégeno

Entrada Temperatura | Prueba de Molisch
1 190 Positiva

2 170 Positiva

3 100 Negativa

4 150 Positiva

5 170 Positiva*

*7 horas de reaccion

Adicionalmente, se encontr6 que la prueba de Molisch es positiva a 7 horas con el
uso de [Fe3(CO)12], Tabla 2, entrada 5.

Es pertinente recordar que la prueba de Molisch indica de manera cualitativa la
presencia de carbohidratos, para caracterizarlos y cuantificarlos se procedié a
derivatizarlos para poder usar la técnica de GC-MS. Se optd por utilizar la
silanizaciéon de las mezclas de reaccion con hexametildisilazano (HMDS) y
tetrametilclorosilano (TMCS) en condiciones suaves de reaccion (5 minutos a

temperatura ambiente)3! (Figura 21).
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D-Glucosa trimetilsililada

Figura 21. Silanizacién de glucosa con la metodologia reportada.®

Para validar la técnica, se utilizé una muestra autentica de D-glucosa y se observo
principalmente a los anémeros a y B de la glucosa trimetilsililada y a la forma abierta
de la glucosa trimetilsililada, y en muy pequefa proporciéon a la a-D-glucofuranosa

y a la B-Dgalactofuranosa (Figura 22).

OH 1) HMDS
2) TMCS
HO o oH t a.

NH

D-Glucosa

D-Glucosa
(Cadena abierta)

a-D-Glucofuranosa trimetilsililada

Figura 22. Trimetilsililacion de glucosa

Adicionalmente, considerando la potencial obtencién de la glucosamina como en el
caso de carbonilos de rutenio,?® se derivatiz6 este sustrato. Se obtuvo la
glucosamina trimetilsililada, la glucosamina trimetilsillada de cadena abierta y la

glucosamina per-trimetilsililada (Figura 23).
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Figura 23. Trimetilsililacion de glucosamina

A efecto de silanizar otro posible sustrato presente en las muestras problema, se
intentd silanizar al p-TsOH, a las condiciones ya mencionadas, pero no se observa
ningun producto, sin embargo, si se deja en las mezclas de reaccion conteniendo
glucosa, el p-toluensulfonato sustituye el hidroxilo del carbono 6 (Figura 24)

dificultando su cuantificacion al tener otro tiempo de retencion.
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2) TMCS
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OH O \/
1) HMDS Qs/
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0 + v 0
HO ——————» HO
OH OH
HO o HO
S< OH
OH
ho” o

Figura 24. Trimetilsililacion del acido p-toluensulsénico.

El analisis de las mezclas de reaccién del quitosano llevadas a sequedad en las
condiciones indicadas en la Tabla 2, entrada 2, se les realiz6 la trimetilsililacion,
Figura 25, y se analiz6 por GC-MS. Se obtuvo principalmente fructuosa
trimetilsililada (50.4 pg) presente en tres diferentes isomeros, los cuales se
cuantificaron usando un estandar de glucosa. Adicionalmente, se observan otros
componentes en el cromatograma, sin embargo, debido a su baja proporcion los
espectros de masas no muestran suficiente informacion para caracterizarlos

adecuadamente.
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Se considera que el sistema de reaccion presentado es selectivo hacia la formacién
de fructosa, aunque en baja cantidad. La falta de otros productos también puede
ser explicado por la temperatura y el tiempo de reaccion; estas dos condiciones
pueden propiciar a la formacion de productos de la pirolisis (H20, NHz, CO2 y CHa,

CO, Cz2H2, C2H4 y C2Hs) como se presento en los antecedentes.

OH OH
0 o [Fe3(CO)12]
Q » Mezcla de reaccion
HO HO
s 10 mL HxO, p-TsOH, P(Cy); 1) Acetato de etilo

Co N " 170 °C, 15h 2) HMDS
’ 3) TMCS

Quitosano Q ) t. a.

*Sin hidrogeno
- )¢
\O [e) (0]
Si
#
0
/

Fructuosa trimetilsililada

Figura 25. Trimetilsililacién de los productos de la degradacion del quitosano
a 15 h de reaccion.

En forma similar se estudio la reaccion de degradacion de quitosano a 7h (Tabla 2,
entrada 5, Figura 26) de la cual se obtuvo 112.6 ug de fructuosa trimetilsililada, 37.3
ug de trimetilsilil arabinohexanoato, 34.4 pg de glucosa trimetilsililada, 28.9 pg de N-
acetilglucosamina trimetilsililada y 11.8 pg de trimetilsilil ribohexanoato (&cido

ribohexanoico trimetilsililado).

El cromatograma indica que existen presentes isomeros a y B de glucosa
trimetilsililada y tres isdbmeros de la fructosa trimetilsililada; la existencia de esta
mezcla de isbmeros se explica por el efecto anomérico pues parece prevalecer en

las condiciones de la degradacion del quitosano y en piridina al momento de
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trimetilsililizar. A estas condiciones, la degradacion del quitosano parece ser rapida
y deja de ser tan selectiva, sin mencionar que se obtiene mayor cantidad de

producto y probablemente la pirolisis sucede en menor grado.
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NH, NH |, 2)Acetato de efilo
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. o  4)TMCS :
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D-Glucosa trimetilsililada N-Acetilglucosamina Fructuosa

Figura 26. Trimetilsililacion de los productos de la degradacién del quitosano

a7 h dereaccion.

Se decidié no utilizar el precursor de hierro con el objetivo de evaluar si la
degradacion del quitosano era una hidrdlisis catalizada por el p-TsOH o por hierro;
el resultado negativo de la prueba de Molisch indic6 que la degradacion del

quitosano procede mediante una hidrdlisis catalizada por el metal.

Como la prueba de Molisch resultd positiva en la prueba de gota de mercurio
(homogeneidad) puede ocurrir que se forme una especie catalitica diferente a las
nanoparticulas, posiblemente un complejo de hierro-quitosano. Sin embargo, al
término de la reaccién se observé un solido oscuro, por lo que no se descarta que
puedan ser nanoparticulas de hierro soportadas en quitosano y en consecuencia,

no amalgamadas con mercurio.
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Tabla 3. Pruebas adicionales para conocer tipo de hidrdlisis y especie

catalitica.
Entrada Prueba Prueba de Molisch
1 Hidrolisis acida | Negativa*
2 Homogeneidad | Positiva**

*Sin [Fe3(CO)12] y sin P(Cy)s. **Se le adicioné una gota de Hg.

Adicionalmente, se coloc6 una reaccion a 3 horas, dando positiva la prueba de
Molisch, sin embargo, al inyentar la mezcla de reaccibn después de la
trimetilsililacién no se observo la formacion importante de productos. Posiblemente,
el quitosano se esta degradando a oligbmeros de menor tamafio de cadena que
requieren tiempos largos de analisis que quizd no se puedan observar en el
cromatdgrafo de gases al no ser lo suficientemente volatiles. Los azUcares simples
y varios oligobmeros de hasta 8 unidades son solubles en piridina, en caso de no
serlo se calienta hasta 80 °C,! sin embargo, el producto en cuestién no fue soluble
a ninguna de estas condiciones, por lo que se debe tratar de un oligbmero de mas

de 8 unidades o un polimero de cadena corta.

5.1.1. Mecanismo de reaccidn

La hidrdlisis del enlace glicosidico 1-4 es catalizada por el metal y no por el acido p-
TsOH como se establecié anteriormente (Figura 27) tal vez se forme un acido de
Lewis con hierro. Esta hidrolisis debe producir los dos monémeros del polisacarido

la glucosamina y N-acetilglucosamina, los cuales se observan.

OH OH
(0] o ®)
HO HO (0] - Cn(H2O)n
10 mL H,0, p-TsOH, P(Cy);
NH
== E " 17878, th Carbohidrato
Quitosano %O (Prueba de Molisch negativa)

*Sin hidrégeno

Figura 27. Reaccién en ausencia de [Fe3(CO)12] y P(Cy)s.
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En el cromatograma correspondiente, a un tiempo de retencion de 2.6 minutos se
observo al acetato de trimetilsililo proveniente del acido acético, lo que indica que la
N-acetil-glucosamina se hidroliza. Al inicio de la reaccion de la hidrdlisis del
quitosano se tuvo pH = 1; al utilizar piridina en la trimetilsililacion el pH es casi neutro,
esta neutralizacion posiblemente promueva la isomerizacion de glucosa a fructosa,
ademas de la filtracion en celita (ver seccion experimental, pagina 41 y Figura 11),
la reaccion de Meerwein—Ponndorf-Verley y la temperatura. Probablemente la
especie activa se trate de un complejo analogo al de la reaccion de Meerwein—

Ponndorf-Verley y el hierro se oxide en agua debido a su alta oxofilia.

Considerando los resultados presentados y los informes presentados en el &rea se
propone el mecanismo ilustrado en la Figura 28, en donde los primeros pasos
involucran la hidrdlisis del enlace glicosidico 1-4 (paso 1) del quitosano catalizada
por un posible complejo hierro-quitosano, [Fe], con la formacion de dos mondmeros,
la glucosamina y la N-acetilglucosamina (paso 3). La formacion de esta posible
especie activa pudo haberse dado después de la descomposicion del [Fe3(CO)1z2]
que sucede por debajo de los 160 °C,3?la descoordinacion de -CO y la coordinacién
de P(Cy)s presente en el medio. Posteriormente en medio acido se lleva a cabo un
ataque nucleofilico del agua al carbono de la amida y con la liberacién del &cido
acético se forma la glucosamina (pasos 4-6),% la cual se somete a una sustitucion
con un grupo hidroxilo (paso 7). Este ultimo paso puede estar favorecido por la
liberacion de un gas (NHs) y/o la protonacion del mismo para dar el ion amonio
(NHa4*).

La glucosa se encuentra en equilibrio con su estructura abierta (paso 8), luego el
catalizador de hierro se coordina al grupo carbonilo del aldehido y al grupo hidroxilo
en C2. La acidez de Lewis adecuada en el centro metalico permite la polarizacion
del carbonilo del aldehido y promueve una transposiciéon de hidruro de C2 a C1

obteniéndose fructosa.
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Figura 28. Mecanismo propuesto.
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5.2. Reactividad con otros carbonilos metalicos

Tabla 4. Reactividad de carbonilos metélicos.

OH OH

OH 0
0, o [M]
o > OH
o
HO HO 10 mL H,0, p-TsOH, P(Cy)3 HO
NH: NH - 170°C, 7h
OH OH
Quitosano o Fructuosa

*Sin hidrogeno

Entrada | Carbonilo metélico | Prueba de Molisch

1 [Fes(CO)12] Positiva
2 [Rus3(CO)12] Positiva
3 [Mn2(CO)10] Positiva

Bajo condiciones comparativas, se realizo la reaccion utilizando diversos carbonilos,
al utilizar [Rus(CO)12] como precursor catalitico dio positivo la prueba de Molisch y
después de la trimetilsililacién se obtuvieron 258 ug de fructuosa trimetilsililada, 41.9
ug de glucosa trimetilsililada, 28.7 pg de N-acetilglucosamina trimetilsililada, 28.2 ug
de trimetilsilil arabinohexanoato, 13.3 pg de trimetilsilil ribohexanoato y 9.6 ug de

glucosamina trimetilsililada (Figura 29).
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o
HO: HO. O
NH ), NI Z)Acetatude etilo
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R 4) TMCS
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\ /S\\\/ \ o
D-Glucosa trimetilsililada N-Acetilglucosamina Fructuosa

Figura 29. Productos de la hidrélisis del quitosano con [Rusz(CO)12].
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El trimetilsilil arabinohexanoato y el trimetilsilii ribohexanoato son productos
secundarios de la isomerizacién de la glucosa a fructosa, al abrirse la estructura de
la piranosa y sufrir una epimerizacion, tal vez porque la especie activa del rutenio
estabilice al enolato. La especie activa de rutenio posiblemente participa en la
hidrolisis del enlace glicosidico volviendo labil ese enlace, puede participar en la
reaccion de Meerwein—Ponndorf—Verley para producir fructosa y, ademas, es mas
reactivo que el hierro al obtenerse mayor cantidad de fructosa y menos selectivo al
resultar en mayor cantidad de subproductos. El obtener glucosamina y N-

acetilglucosamina es evidencia que la hidrdlisis es en el enlace glicosidico 1-4.

Por otro lado, la reaccion utilizando [Mn2(CO)i0] como precursor catalitico dio
positivo a la prueba de Molisch y después de la trimetilsililacion se obtuvieron 227
ug de fructuosa trimetilsillada, 39.1 png de glucosa trimetilsililada, 48.4 ug de
trimetilsilil arabinohexanoato, 25.3 ug de trimetilsilil ribohexanoato, 13.1 pg de la
galactofuranosa trimetilsililada y 9.3 pg de eritrotetrafuranosa trimetilsililada, Figura
30.
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Figura 30. Productos de la hidrdélisis del quitosano con [Mn2(CO)1o].

La reactividad con Mn es menor que al utilizar Ru pues no se obtienen los
monomeros del quitosano y es mas selectivo hacia la formacion de fructosa que al
usar Fe obteniendose casi el doble con Mn que con Fe. Ademas, se observan 2
productos diferentes: galactofuranosa trimetilsillada y eritrotetrafuranosa

trimetilsililada, el primero formado a partir de la estructura abierta de la glucosa y de
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la posterior formacion del hemiacetal con el hidroxilo del C4; el segundo como un

producto secundario de la isomerizacion de glucosa a fructuosa.

5.3. Reactividad de celobiosay del exoesqueleto del camaron con [Fes3(CO)12]

Para el caso de la celobiosa (dimero de la glucosa) se usaron las condiciones
iniciales discutidas en este trabajo, esperando obtener mejores resultados, sin
embargo, el anillo morado de la prueba de Molisch, al utilizar dcype como ligante,
es muy tenue y no se forma por completo, Tabla 5, entrada 2. Al cambiar de ligante

ya no es positiva la prueba de Molisch (entradas 1y 3).

Al parecer el precursor de hierro no tiene una mayor reactividad al interactuar con
una molécula mas pequefia que el quitosano. Posiblemente, en el caso de formarse
nanoparticulas, estas no son estabilizadas para mantener un tamafio, forma y

superficie ideal para realizar la catélisis.

Tabla 5. Reactividad de celobiosa con hierro.

HO HO
OH [Fe;(CO)2]
o Ho > % OH
i & J Non  Hy0, p-TsOH, PR, S
OH H, (500 psi), 190 °C, 15h =
Celobiosa o Glucosa
Entrada Ligante Prueba de Molisch
(eq.)

1 P(Cy)s Negativa
2 dcype Positiva
3 P(Ph)z Negativa

Carga del catalizador: 10.2 % W

Adicionalmente, se decidié usar el precursor catalitico mas activo [Ruz(CO)12] en
presencia del exoesqueleto del camarédn (cascara del camaroén). El producto de la
reaccion muestra un cambio cualitativamente importante. Sin embargo, el espectro

de infrarrojo del producto de la reaccion de la degradacion del exoesqueleto del
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camaron es muy parecido al espectro de la quitina, Figura 31, lo que indica que se
degrado el polimero a otro polimero similar a la quitina. El producto es soluble en la
disolucion de 1.9 x 102 M de p-TsOH (la quitina no lo es, ni el sustrato) por lo que
este producto debe tener un menor tamafo en la cadena y deben predominar las

unidades de N-acetilglucosamina, es decir, el grado de desacetilacion puede ser

menor.

Degradacion
exoesqueleto ]
del camarén

Quitina | TR p s s
S B e w \ WL

%T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 570
cm-1

Figura 31. Comparacién de espectros de infrarrojo de la quitina y del

producto de la reaccién de degradacion del exoesqueleto del camaron.
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6. Conclusiones

1) Se evaluo la reactividad de [Fe3(CO)i2] en presencia de quitosano, en medio

acido, bajo una atmaosfera inerte fue posible obtener carbohidratos.

2) Mediante la prueba con la gota de mercurio se sabe que la naturaleza de la
especie activa procede via homogénea. Al realizar el blanco del precursor catalitico
[Fe3(CO)12] se determind que es necesario para la degradacion del quitosano. El
uso obligatorio del p-TsOH indica que la degradacion del polimero sucede mediante

una hidrélisis acida.

3) Mediante una hidrdlisis &cida se logré degradar al quitosano mediante la hidrélisis
del enlace glicosidico 1-4 al obtener los mondémeros, glucosamina y N-

acetilglucosamina.

4) De la hidrdlisis del quitosano se obtuvieron y cuantificaron los correspondientes

carbohidratos: Fructuosa, glucosa, glucosamina y N-acetilglucosamina.

5) Se estudid la reactividad de otros precursores metalicos en presencia de
quitosano, teniéndose mayor reactividad, pero menor selectividad en el caso de
rutenio y manganeso y obteniéndose: Fructuosa, glucosa, glucosamina y N-
acetilglucosamina, arabinohexanoato, ribohexanoato, galactofuranosa vy

eritrotetrafuranosa.
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7. Seccidn experimental

7.1 Consideraciones generales

A menos que se indique lo contrario, todas las manipulaciones y cada una de las
reacciones se llevaron a cabo en un reactor de acero de 125 mL marca Parr dentro
de una caja Mbraun bajo atmdsfera de Argon (Praxair, 99.998%) y en condiciones

de oxigeno y humedad rigurosamente controladas (< 1 ppm).

Los disolventes grado reactivo se adquirieron en J. T. Baker, se utiliz6 agua
desionizada y destilada. ElI complejo [Fe3(CO)12] se adquirié en Sigma-Aldrich, el
quitosano, la celobiosa, P(Ph)s (99%), P(Cy)s (97%), dCype (99%), a-naftol (95%),
asi como los estandares de D-glucosamina (100%) y D-glucosa (96%) se
adquirieron en Sigma-Aldrich, el p-TsOH fue adquirido de productos quimicos
Monterrey y se utilizan sin purificaciones adicionales. Estos reactivos se secan en
la linea de vacio al menos 4 horas y se almacenan en la caja de guantes 24 horas

antes de su uso.

El agua destilada y desionizada fue desgasificada con flujo de argén en la linea
doble de vacio/argdn durante 20 minutos y almacenado en recipiente cerrado en la

caja de guantes con al menos 24 horas antes de su uso.

7.2. Equipos

El analisis de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, fue
realizado utilizando un sistema Agilent 5975C, equipado con una columna capilar
de 30 m DB-5MS (0.25 mm de didmetro interno). Para el andlisis de las reacciones
de la degradacion del quitosano se utilizé un método con un calentamiento inicial de
la columna de 60 °C por 2 minutos, posteriormente un calentamiento de esta con
una rapidez de 15.7 °C/min hasta llegar a 250 °C, en 12.1 minutos, se mantuvo la
temperatura de 250 °C durante 14 minutos. Las conversiones se determinaron por
la integracion de los picos del cromatograma. Los crudos de reaccion se
centrifugaron por 10 minutos, se decantaron, se tomé 1 yL de la fase acuosa y se
inyecto.

40



El analisis de la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier se realizé con
el instrumento PerkinElmer FT-IR Spectrometer Frontier con el médulo ATR y
utilizando el software Spectrum IR, Version de la aplicacion: 10.6.2.1159, aplicando
16 scans y una presion maxima del 50 %. Al obtener el espectro se aplicaba la

correccion de linea base.

7.3. Procedimiento general de la reaccion de quitosano con [Fes3(CO)12]

La reaccion se llevo a cabo en un reactor Parr de 125 mL de acero inoxidable, el
cual se carg6 en una caja de guantes con 53.5 mg de quitosano, 32.2 mg de acido
p-toluensulfénico (1.9 x 104 mol), 5.5 mg del precursor de nanoparticulas (1.1 x 10-
Smol), y 3 Eg. De fosfina respecto al dodecacarbonihierro (3.3 x 10> mol) en 10 mL
de agua. Fuera de la caja de guantes se presurizé el reactor con hidrégeno gas a
500 psi a temperatura ambiente, después el reactor fue colocado en un bafio de
aceite a 10 °C més de la temperatura utilizada durante las horas correspondientes
de acuerdo a la optimizacion. Al término de la reaccion, se enfrid el reactor y se
despresurizd; La mezcla de reaccion fue colocada en un tubo de ensayo y en una
centrifuga durante 10 min a 5000 ciclos por minuto. Se decantd, y a la disolucién

obtenida se le realizé la prueba de Molisch.

El procedimiento experimental con el uso de [Rus(CO)12] y [Mn2(CO)10] es el mismo
exceptuando que el precursor catalitico es [Ru3(CO)i2] para una reaccion y
[Mn2(CO)10] para otra.

7.4. Procedimiento general para la derivatizacién de glucosa,
glucosaminay celobiosa

En un vial se pesa 10 mg del monosacarido o disacarido, se agrega 1 mL de piridina,
se agita para disolver, 0.2 mL de HMDS (1.5 x 103 mol), 0.1 mL de TMCS (8.5 x 10
4mol) y se cierra el vial. Fuera de la caja de guantes se agita cinco minutos a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se paso a través de una columna de

celita para filtrar. Se decanto, se tomé 1 uL y se inyecto en el equipo de GC-MS.
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7.5. Procedimiento general para la derivatizacion del p-TsOH

En un vial se pesa 10 mg de p-TsOH (8.6 56 x 10°°mol), se agrega 1 mL de piridina,
se agita hasta disolver, 0.2 mL de HMDS (1.5 x 103 mol), 0.1 mL de TMCS (8.5 x
104 mol) y se cierra el vial. Fuera de la caja de guantes se agita cinco minutos a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion fue colocada en una centrifuga
durante 10 min a 5000 ciclos por minuto. Se decant6, se tomé 1 L de la fase acuosa

y se inyecto en el equipo de GC-MS.

7.6. Procedimiento general para la derivatizacion del producto de la
reaccion con el quitosano

Una vez finalizada la reaccién de la degradacion del quitosano, se coloca toda la
mezcla de reaccion en un tubo de ensayo y este en la centrifuga. La fase acuosa se
transfiere en un matraz Schlenk y se evapora el agua en la linea doble de
vacio/argon, el sélido café resultante se deja secando al vacio. Dentro de la caja de
guantes se agrega 4 mL de piridina, se agita para disolver, 0.4 mL de HMDS (3 x
10 mol), 0.2 mL de TMCS (1.7 x 103 mol) y se cierra el vial. Fuera de la caja de
guantes se agita cinco minutos a temperatura ambiente y abierto a la atmosfera. Se
pasa a través de una columna de celita, se toma 1 uL de la fase acuosa y se inyecta
al cromatégrafo de gases. Los cromatogramas se comparan con los entandares y

con lo reportado en la literatura.34-36

7.7. Reaccion de celobiosa con [Fe3(CO)12]

La reaccion se llevo a cabo en un reactor Parr de 100 mL de acero inoxidable, el
cual se carg6 en una caja de guantes con 53,5 mg de celobiosa (1.5 x 10*mol), 5.5
mg del precursor de nanoparticulas (1.1 x 10° mol), 32.2 mg de &cido p-
toluensulfénico (1.9 x 10 mol) y 3 Eq. De fosfina respecto al dodecacarboniltrihierro
(3.3 x 10°mol) en 10 mL de agua. Fuera de la caja de guantes se presuriz6 el
reactor con hidrégeno gas a 500 psi a temperatura ambiente, después el reactor fue
colocado en un bafio de aceite a 190 °C durante 15 horas. Al término de la reaccion,

se enfrid y se despresurizo; las condiciones de reaccion fueron adaptadas de

42



experimentos Optimos reportados, los cuales fueron obtenidos con celulosa como
sustrato. La mezcla de reaccién fue colocada en una centrifuga durante 10 min a
5000 ciclos por minuto. Se decantd, y a la disolucion se le realizé la prueba de
Molisch.

7.8. Reaccion con el exoesqueleto de camarén con [Ruz(CO)12]

Se adquirié cerca de 200 g de camardn de la marisqueria “Happy Fish” ubicada en
Victoria 26, Colonia Copilco el Bajo, Alcaldia Coyoacan, Codigo postal 04340,
Ciudad de México, México; al cual se le retird toda la cascara y se lavd y tall6 con
abundante agua hasta quitarle la mayor cantidad posible de carne (color
anaranjado). Se guardo en una estufa a 120 °C durante 24 horas y se molié en un
mortero hasta obtener un polvo color crema. Fue almacenado en la caja de guantes

con al menos 24 horas antes de su uso.

La reaccion se llevo a cabo en un reactor Parr de 100 mL de acero inoxidable, el
cual se cargd en una caja de guantes con 53.5 mg de cascara de camaron, el
precursor de nanoparticulas (1.1 x 10-°>mol), a&cido p-toluensulfénico (1.9 x 104 mol)
y 3 Eq. De fosfina respecto al dodecacarboniltrirutenio (3.3 x 10°mol) en 10 mL de
agua. Fuera de la caja de guantes se presurizo el reactor con hidrogeno gas a 500
psi a temperatura ambiente, después el reactor fue colocado en un bafio de aceite
a 190 °C durante 15 horas. Al término de la reaccion, se enfri6 y se despresurizo.
La mezcla de reaccion fue colocada en una centrifuga durante 10 min a 5000 ciclos

por minuto. Se decanto, y a la disolucion se le realiz6 la prueba de Molisch.

7.9. Analisis de Infrarojo de la reaccion de cascara de camardn con
[Ru3(CO)12]

Una vez finalizada la reaccion de la degradacion de la cascara del camarén, se
coloca toda la mezcla de reaccién en un tubo de ensayo y este en la centrifuga. La
fase acuosa se transfiere en un matraz Schlenk y se evapora el agua en la linea
doble de vacio/argon, el sdlido resultante se deja secando al vacio. EL sdlido se
coloca donde pasa el haz y se ejercid una presion de 50 y 16 scans en el modo
ATR.
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7.10. Prueba de Molisch

Se prepara una disolucién de alfa naftol al 5 % en etanol (Reactivo de Molisch). Se
agrega una alicuota de 2 mL de la disolucion que contiene azucar en un tubo de
ensayo, después se adicionan tres gotas del reactivo de Molisch y enseguida 2 mL
de H2SO4 concentrado, la prueba es positiva si en la disolucién se nota una interfaz
(anillo) de color morado (cuando la concentracién de carbohidratos es muy alta el
anillo es de color rojo), mientras que la prueba es negativa cuando la interfaz es

verde.

7.11. Prueba de homogeneidad con Hg (0)
El experimento se realiz6 como se menciond anteriormente, con la Unica diferencia
de la adicién de una gota de mercurio a la mezcla inicial de la reaccién,®” una vez

terminado el tiempo de reaccion, la mezcla fue filtrada, teniendo cuidado de

recuperar los residuos de mercurio y desecharlos en el lugar adecuado.
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9. Anexos

9.1. Anexo 1

Cromatogramas y espectros de masas
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Gréfica 1. Cromatograma de glucosa trimetilsililada.
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Grafica 2. Espectro de masas de la a-D-glucofuranosa trimetilsililada (r.t. 12.86 min).
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Grafica 3. Espectro de masas de la B-D-galactofuranosa trimetilsililada (r.t. 13.12

min).
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Gréfica 4. Espectro de masas de la B-glucosa trimetilsililada (r.t. 13.50 min).
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Gréfica 5. Espectro de masas de la a-glucosa trimetilsililada (r.t. 13.99 min).
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Gréfica 6. Cromatograma de glucosamina trimetilsililada.
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Gréfica 7. Espectro de masas de la glucosamina trimetilsililada (r.t. 13.48 min).
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Grafica 8. Espectro de masas de la glucosamina per-trimetilsililada (r.t. 13.64 min).
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Grafica 9. Cromatograma de la degradacion del quitosano a 15 h.
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Gréfica 10. Acercamiento de cromatograma de la degradacién del quitosano a 15 h.
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Grafica 11. Espectro de masas del trimetilsilil acetato (r.t. 2.63 min).
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Gréfica 12. Espectro de masas de la fructosa trimetilsililada (r.t. 12.99 min).
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Gréfica 13. Cromatograma de la degradacion del quitosano a 15 h (con estandar).
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Gréfica 14. Cromatograma de la degradacion del quitosano a 7 h
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Grafica 15. Acercamiento del cromatograma de la degradacion del quitosano a 7 h
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Gréfica 16. Cromatograma del acido ribohexanoico trimetilsililado (r.t. 12.78 min).
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Gréfica 17. Espectro de masas de la fructosa trimetilsililada (r.t. 12.87 min).
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Grafica 18. Espectro de masas de la degradacién del quitosano a 7h (r.t. 13.12 min).
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Gréfica 19. Espectro de masas del Trimetilsilil arabinohexanoato (r.t. 13.25 min).
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Grafica 20. Espectro de masas de la glucosa trimetilsililada (r.t. 13.48)
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Gréfica 21. Espectro de masas de la degradacion de la glucosa trimetilsililada (r.t.

13.9 min).
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9.1.2. Rutenio
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Grafica 22. Ampliacién del cromatograma de la degradacion del quitosano a 7h.
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Gréfica 23. Espectro de masas del trimetilsilil acetato (r.t. 2.63 min).
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Grafica 24. Espectro de masas de la fructosa trimetilsililada (r.t. 12.80 min).
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Grafica 25. Espectro de masas de fructosa trimetilsililada (r.t. 12.99)
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Grafica 26. Espectro de masas del Trimetilsilil arabinohexanoato (r.t. 13.25 min)
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Gréfica 27. Espectro de masas de la glucosa trimetilsililada (r.t. 13.48 min).
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Abundance
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Gréfica 28. Espectro de masas de la glucosa trimetilsililada (r.t. 13.99 min).
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Grafica 29. Espectro de masas de la N-acetilglucosamida trimetilsililada (r.t. 14.82

min).
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9.1.3. Manganeso
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Gréfica 30. Cromatograma de la degradacion del quitosano a 7h.
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Gréfica 31. Espectro de masas del acido ribohexanoico trimetilsililado (r.t. 12.78

min).
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Gréfica 32. Espectro de masas de la fructosa trimetilsililada (r.t. 12.87 min).
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Grafica 33. Espectro de masas de la fructosa trimetilsililada (r.t. 12.99 min).
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Grafica 34. Espectro de masas de la glucosa trimetilsililada (r.t. 13.48 min).
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Grafica 35. Espectro de masas de la glucosa trimetilsililada (r.t. 13.9 min).
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9.2. Anexo 2

Espectros de Infrarrojo
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Gréfica 15. Espectro de infrarrojo del exoesqueleto del camaron.
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Gréfica 16. Espectro de infrarrojo de la degradacion del exoesqueleto del camarén

con el precursor de rutenio.
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Gréfica 17. Espectro de infrarrojo de la glucosamina.
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Gréfica 18. Espectro de infrarrojo del quitosano.
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Gréfica 19. Espectro de infrarrojo de la quitina.
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Grafica 20. Espectro de infrarrojo del p-TsOH.

9.3. Anexo 3

Ecuaciones para determininar la masa de los carbohidratos
ny, = (C;)(1x107°L)

Donde:

Ng : nimero de moles de la glucosa (mol)

Cg: concentracion molar de la glucosa (mol/L)

1 x 10°L volumen inyectado (1 yL)

Axng Vi
M
M "( A, )(1 1076 L)

Mx: masa molar del analito (g/mol)
mx : masa del analito ()

Ax : area del analito
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Ng : nUmero de moles de la glucosa (mol)
Ag : area del estandar de la glucosa y sus isémeros

Vi: Volumen inicial (el utilizado para disolver el azlcar)
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