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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo estudiar un sistema de
catalizadores basados en el MOF-808 y sintetizar catalizadores bio-miméticos que
imiten los centros cataliticos de las oxidasas de cobre. La manera de obtener estos
materiales consiste en sintetizar el MOF-808 inicial, funcionalizarlo con
aminoacidos o acido carboxilicos, y después doparlos con una disolucion de cobre.
Se ha realizado la caracterizacion estructural y quimica de los materiales
conseguidos mediante diversas técnicas como XRD, FTIR-ATR, TGA, RMN, UV-Vis
en solido, EPR y XRF. Posteriormente, se probaron los catalizadores para la
Oxidacion Hiumeda Catalitica con Perdoxido de Hidrégeno (CWPQO) de compuestos
fendlicos, para estudiar el tipo de actividad que presentan estos materiales, y la
influencia de las funcionalizaciones y grado de dopaje de metal en la actividad
catalitica. Ademas, se realizd una prueba de degradacion de fenol en medio
acuoso, en la que uno de los catalizadores (MOF-808@His-Cu100) consiguio un
grado de conversion de casi el 90% en 20 horas de reaccion. Finalmente, se ha
llegado a la conclusion de que este sistema de catalizadores puede ser muy

interesante para aplicarlo en otro tipo de reacciones.

LABURPENA

Lan honen helburua MOF-808-an oinarritutako katalizatzaile-sistema bat
aztertzea eta kobrezko oxidasen zentro Katalitikoak imitatzen dituzten
katalizatzaile bio-mimetikoak sintetizatzea. Material horiek lortzeko, hasierako
MOF-808-a sintetizatu, aminoazido eta azido karboxiliko batzuekin funtzionalizatu,
eta, ondoren, kobrezko disoluzio batean sartzen da, metala adsorbatzeko.
Lortutako Kkatalizatzaileei kristal egituraren karakterizazioa eta Kkarakterizazio
kimikoa egin zaie XRD, FTIR-ATR, TGA, RMN, UV-Vis solidoan, EPR eta XRF
teknikak erabiliz. Ondoren, katalizatzaieak CWPO erreakzioaren bitartez frogatu
dira, ze nolako aktibitate mota duten, eta katalisi aktibitatean funtzionalizazioaren
eta kobre kopuruaren eragina aztertzeko. Gainera, uretan fenolaren degradazio
froga bat egin zen, eta Kkatalizatzaile batek (MOF-808@His-Cu100) ia %90ko
bihurketa maila lortu zuen 20 orduko erreakzio batean. Bukatzeko, lan honek
erakutsi du katalizatzaile-sistema hau oso interesgarria dela beste erreakzio

batzuetan apliakatzeko.
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ABSTRACT

The objective of this work is to study a system of catalysts based on MOF-
808 and to synthesize bio-mimetic catalysts that mimic the catalytic centers of
copper oxidases. The way to obtain these materials consists of synthesizing the
initial MOF-808, functionalizing it with amino acids or carboxylic acids, and then
doping them with a copper solution. The structural and chemical characterization
of the materials obtained has been carried out using various techniques such as
XRD, FTIR-ATR, TGA, NMR, solid UV-Vis, EPR and XRF. Subsequently, the catalysts
for the Catalytic Wet Peroxide Oxidation (CWPO) of phenolic compounds were
tested, to study the type of activity that these materials present, and the influence
of the functionalizations and degree of metal doping on the catalytic activity. In
addition, a phenol degradation test was carried out in aqueous medium, in which
one of the catalysts (MOF-808@His-Cu100) achieved a degree of conversion of
almost 90% in 20 hours of reaction. Finally, it has been concluded that this catalyst

system can be very interesting to be applied in other types of reactions.

PALABRAS CLAVE: MOF-808, metaloenzimas, catalisis, biomimético, CWPO, fenol
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1.INTRODUCCION

La naturaleza, y en concreto los seres vivos, a través de millones de anos de
evolucion, y como respuesta a las necesidades y presiones generadas por el
entorno, han ido encontrando soluciones sofisticadas para coordinar iones
metalicos con el objetivo de generar biotecnologias especificas y eficientes. A
través del ensamblaje secuencial de unidades simples y repetitivas, los sistemas
biolégicos han conseguido construir estructuras tridimensionales complejas como
las proteinas, las cuales poseen residuos funcionales colocados en configuraciones
espaciales especificas. La disposicion espacial y quimica de la secuencia de los
aminoacidos que definen cada proteina, conforman los nucleos funcionales
capaces de interaccionar de manera selectiva y especifica con iones metalicos o

clusteres, y les dotan de funciones biologicas especificas (1-3).

1.1. Enzimasy ejemplos de metaloenzimas de cobre

Las enzimas son proteinas con estructuras unicas que se pliegan entre si
para generar sitios tridimensionales que proporcionan sitios de reconocimiento de
sustratos especificos (4). Estas estructuras proteicas son catalizadores biologicos
que llevan a cabo reacciones quimicas a gran velocidad y con una especificidad
muy alta. No obstante, requieren condiciones suaves o incluso muy concretas de
temperatura, pH y presion para conseguir actuar correctamente (5). Ademas, una
gran parte de las enzimas requieren de otras estructuras no proteicas para
desempeiiar su funcion, denominados cofactores. Estos se pueden clasificar en
metales o compuestos metaloorganicos, y moléculas organicas o cofactores. Las
enzimas que contienen iones o clusteres metalicos en su sitio activo se consideran
metaloenzimas (6). A continuacion se describen brevemente varias metaloenzimas
que poseen centros cataliticos con cobre y sus entornos de coordinacion. Estas
enzimas resultan de especial interés en el presente trabajo, debido a que se van a

generar estructuras que intenten reproducir sus centros cataliticos.

10
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1.1.1. Lacasas (7)

Las lacasas son consideradas el miembro representativo mas sencillo de la
familia de las oxidasas multicobre azules. Esto se debe a que solo presentan un
centro mononuclear y otro trinuclear, haciendo un total de cuatro atomos de
cobre. Estas enzimas de cobre catalizan cuatro oxidaciones un electron de un
sustrato reductor, acopladas a la reduccion de cuatro electrones de una unica
molécula de dioxigeno. Las lacasas son capaces de catalizar la oxidacion de una
granvariedad de sustratos aromaticos e inorganicos, por lo que se caracterizan por

su amplia versatilidad.

Por unlado, el cobre tipo 1 presente en las lacasas se encuentra como Cu(ll)
y se coordina de manera trigonal con el atomo de azufre de una cisteina y dos
atomos de nitrégeno de los grupos imidazol de dos residuos de histidina. Por otro
lado, el centro trinuclear se coordina a ocho histidinas. Los atomos de cobre tipo 3
se coordinan a seis de ellas, y las dos restantes coordinan al cobre tipo 2. Ademas,

el par de atomos de cobre tipo 3 se unen por un ligando puente que contiene

oxigeno.
His 451
. His 111
His 3% 21181
""Om His 457 .
Cu Q’
Cu -
His 66 i(3b)
His 109
@) (b)

Figura 1. Representacion esquematica del entorno de coordinacion del (a) Cu tipo 1 del centro mononuclear, y
de los (b) Cu tipo 3 de las lacasas (7).

11
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1.1.2. Catecol Oxidasa (8)

La catecol oxidasa es una enzima que posee un centro catalitico dinuclear
de cobre y cataliza principalmente la oxidacion del catecol a través de la reduccion
de cuatro de electrones del oxigeno para formar agua. Gracias a dicha actividad
catecolasa, también es capaz de oxidar sustratos con grupos catecol, y en ciertos

casos sustratos fenolicos.

En la forma oxidada (forma activa) de la catecol oxidasa, los dos iones Cu2+
se encuentran coordinadas por seis residuos de histidina (tres histidinas para cada
Cu2+), y ambos iones de cobre se unen por un ligando puente que suele ser union
hidroxilo. De este modo, la geometria del entorno de coordinacion en cada cobre

es una piramide trigonal con numero de coordinacion cuatro.

His88 I

> g His24
| {:[ A //\, 4
ﬂ/\ CuB &‘J His274

e
SYIE <!
Hisw /‘ﬁisns \_J/\

His240
C di

Figura 2. Representacion esquematica del centro dinuclear de Cu de la catecol oxidasa en su forma oxidada (8).

1.1.3. Metano monooxigenasa (9)

En la naturaleza, las bacterias metanotroficas son capaces de oxidar el
metano a metanol empleando las enzimas metano monooxigenasas. Este tipo de
enzimas se diferencia en dos variantes: la metano monooxigenasa soluble (MMOs)
y la metano monooxigenasa particulada (MMOp). La primera posee un centro
catalitico formado por dos atomos de hierro, mientras que la MMOp tiene tres
atomos de cobre. Dos de ellos forman un centro dicobre coordinado por tres
residuos de histidina y el otro forma un centro monocobre coordinado por dos

histidinas.

12
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Figura 3. Imagen ampliada de los centros de Cu en la MMOp del M. capsulatus. Los atomos de Cu estan

representados por las esferas azules (9).

1.2. Catalizadores biomiméticos o bioinspirados

Las inigualables propiedades cataliticas de las enzimas ha generado un
interés muy grande en el sector de la industria quimica. La evolucion en el campo
de la bioingenieria ha permitido adaptar enzimas y metaloenzimas para su uso
industrial. Empleando técnicas modernas de biologia molecular, es posible
producir enzimas de manera barata mediante sistemas de sobreexpresion
microbiana. Sin embargo, estos sistemas biolégicos no son capaces de soportar
condiciones mas alla del rango en el cual se da la vida. Esto se debe a la baja
estabilidad quimica y térmica de sus estructuras tridimensionales que se
mantienen mediante enlaces e interacciones débiles (10, 11). Con el objetivo de
solucionar dicho problema a la hora de su aplicacion industrial, se estanintentando
utilizar complejos de coordinacion o materiales que actien como catalizadores
que imiten alas enzimasy sus deseadas propiedades cataliticas. Las caracteristicas
compartidas entre nanomateriales y proteinas, como el tamano, las propiedades
de superficie o la capacidad de autoensamblaje, sugieren que los nanomateriales
pueden emplearse para mimetizar proteinas (12). Las posibilidades tan variadas
que ofrecen estas soluciones a la hora de generar entornos de coordinacion y
centros cataliticos permite la aplicacion de catalizadores biomiméticos o

bioinspirados en una infinidad de reacciones quimicas y sustratos diferentes.

13
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1.2.1. Catalizadores homogéneos como sistemas biomiméticos

Un primer acercamiento por imitar la actividad de las enzimas vy
metaloenzimas para poder aplicarlas a nivel industrial consiste en emplear
catalizadores homogéneos que repliquen de alguna manera el centro catalitico de
biocatalizadores. A continuacion, se mencionan un par de ejemplos de este tipo de

catalizadores centradas en diferentes aplicaciones.

En un trabajo publicado por Karlsson et al (13), sintetizaron un catalizador
homogéneo a partir de un complejo dinuclear de manganeso. Este catalizador
pretende imitar la actividad del fotosistema Il, presente en los cloroplastos de las
plantas, para oxidar el agua y formar H, y O,. Otro ejemplo podemos encontrar en
la publicacion de Zhao et al (14), enla que intentan replicar la actividad hidrogenasa
de las enzimas [NiFe] hidrogenasas. Para conseguir esto, sintetizan complejos
dinuclearesy trinucleares de Ni con atomos de azufre actuando como puente entre

ellos.

I
I

Figura 4. Complejo dinuclear de Mn sintetizado por Karlsson et al {13).

A pesar de que la via de la catalisis homogénea empleando complejos de
coordinacion que imiten los centros activos de las enzimas o se inspiren en ellos
pueda, en primera instancia, parecer un método muy eficaz, presenta ciertos
problemas en la practica. En medios de reaccion liquidos, los catalizadores
homogéneos necesitan de procesos de recuperacion costosos para su
recuperacion una vez finalizada la reaccion. Los métodos de destilacion o
extraccion con disolventes organicos para recuperar el catalizador pueden

encarecer el procesoy generar residuos organicos. Por ello, la catalisis heterogénea
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se convierte en una opcidn mas interesante, ya que necesita de procesos mas

convenientes como la filtracion o centrifugacion

1.2.2. Catalizadores heterogéneos como sistemas biomiméticos

Entre los soportes que se han empleado para generar catalizadores
heterogéneos biomiméticos o bioinspirados se encuentran los polimeros, zeolitas,
nanoparticulas o MOFs. Varios ejemplos del empleo de estas estructuras para
obtener catalizadores biomimeéticos con diferentes tipos de actividad se muestran

en los siguientes parrafos.

Varias publicaciones combinan las cadenas poliméricas con complejos de
coordinacion imitando centros activos de metaloenzimas, formando estructuras
denominadas nanoparticulas poliméricas de cadena unica. Estas estructuras se
generan gracias a que la cadena polimérica se pliega sobre si misma tal y como
ocurre en la estructura ternaria de las proteinas. De este modo, se consigue crear
un sitio activo aislado al igual que en las enzimas. Utilizando esta idea se han
logrado sintetizar catalizadores biomiméticos imitando la [FeFe] hidrogenasa (15)
y, también, consiguiendo llevar a cabo la adicion sulfa-Michael enantioselectiva en

medio acuoso (16).

&
;S hv(h =350 nm)

>
J‘ 1

| <1 polymer folding
2
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N
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Figura 5. Representacion del plegamiento de la cadena polimerica para formar el sitio activo aislado en el

trabajo de Tooley et al (15).

En cuanto a las zeolitas, se han obtenido estructuras que son capaces de
replicar la actividad de metaloenzimas de cobre como la MMOp. En el trabajo
publicado por Vanelderen et al (17) emplean Cu-mordenita como catalizador
heterogéneo que oxida el metano a metanol a temperaturas relativamente bajas y

usando el O, de la atmosfera como agente oxidante. Esto es debido a los centros
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activos Cu-O-Cu presentes en el material. En otra publicacion, se ha demostrado
que incorporando centros de Sn en una zeolita de topologia beta se conseguia
catalizar la condensacion alddlica directa del gliceraldehido (18). Esta actividad
catalitica se puede considerar analoga a las aldolasas de clase Il, puesto que
catalizan la reaccion aldélica directa de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y
aldehidos.

Entre los ejemplos que se pueden encontrar de materiales con
nanoparticulas que posean actividades de tipo enzimatico, se encuentran
estructuras porosas de CuO con actividad peroxidasa (19). Estas estructuras se
preparan calcinando un precursor de cobre y muestran actividad peroxidasa,
puesto que son capaces de oxidar rapidamente sustratos como el 3,3,5,5'-

tetrametilbenzidina, en presencia de H,0,.

Por lo expuesto en los parrafos anteriores, se puede observar que hay
diversas alternativas para generar catalizadores heterogéneos biomiméticos o
bioinspirados. Asimismo, la variedad de tipos de actividades cataliticas que se
pueden lograr es inmensa segun los componentes, estructuras o precursores
empleados y la metodologia utilizada. No obstante, en este tipo de materiales el
control del entorno de coordinacion de los centros activos es limitado e incierto. Es
por eso que los MOFs se presentan como una opcion mas interesante debido a su
gran diversidad a la hora de generar estructuras y centros activos, ademas de la

posibilidad de realizar modificaciones postsintéticas en el material.

1.3. Metal-Organic Frameworks

Los MOFs (Metal-Organic Frameworks), también conocidos como polimeros
de coordinacion porosos (PCPs), son una clase muy versatil y prometedora de
materiales porosos. Estos tipos de materiales se forman a partir de nodos o centros
metalicos, compuestos por iones metalicos o clusteres, y ligandos organicos que
conectan los centros metalicos (20). Las diferentes geometrias que pueden tomar
los entornos de coordinacién de los centros metalicos dependiendo de los iones
metalicos o clusteres empleados, y la gran variedad de moléculas que pueden
emplearse como ligandos con diversos atomos dadores y disposiciones espaciales,
permiten configurar una gran cantidad de estructuras diferentes (21). De hecho,

segun coOmo se extiendan los enlaces de coordinacion y los ligandos que forman el
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polimero de coordinacion, se pueden formar estructuras unidimensionales, en
forma de cadenas; bidimensionales, en forma de laminas, o estructuras

tridimensionales.

SBU Node Linker MOF
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Figura 6. Representacion de las diferentes estructuras que se pueden obtener combinando diversas geometrias

de los centros metalicos y distintos tipos de ligandos (21).

Las propiedades mas importantes de los MOFs se centran en su baja
densidad, amplias superficies internas, naturaleza abierta y alto grado de
porosidad. Ademas, estos materiales poseen varias ventajas significativas respecto
a otros materiales porosos convencionales, como las zeolitas o materiales de
carbon activo, debido a la posibilidad de modificar las funcionalizaciones quimicas
de la estructura, poseer arquitecturas versatiles y tener condiciones de sintesis mas
suaves. Como resultado de las virtudes de estos materiales, los MOFs se estan
empleando en un amplio rango de aplicaciones: adsorcion de gases, separacion,
sensores, conduccion de protones, liberacion controlada de farmacos o catalisis
(22).
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1.3.1. Funcionalizacién de MOFs (23)

Tal y como se ha mencionado en el apartado anterior, una de las
caracteristicas que diferencian a los MOFs de otros materiales porosos es la
posibilidad de sintetizar materiales a medida, ajustando los elementos que lo

conformany obtener las propiedades deseadas.

1.3.1.1. Funcionalizacion presintética

Para ello se pueden nombrar tres estrategias para funcionalizar el material.
La primera consiste en emplear ligandos funcionalizados que tengan grupos
funcionales que no enlacen con los centros metalicos y queden libres en la
estructura. La segunda, en cambio, se centra en el uso de centros metalicos
previamente modificados sustituyendo a los centros metalicos convencionales.
Finalmente, la tercera se basa enlaincorporacion de moléculas en la estructura del
MOF sin que existan enlaces covalentes con este. No obstante, estos métodos de
funcionalizacion que son llevadas a cabo antes o durante la sintesis del MOF,
pueden presentar problemas durante la formacion del material, tanto porque los
grupos funcionales incorporados interfieren en el crecimiento de la estructura,
como porque las condiciones de sintesis no son apropiadas. Asimismo, encontrar
las condiciones de reaccion adecuadas para generar un MOF nuevo puede
consumir mucho tiempo, por lo que los precursores pre-funcionalizados tienen

una aplicacion limitada.

1.3.1.2. Funcionalizacién postsintética

La alternativa a los métodos presintéticos que solventen los inconvenientes
presentados radica en modificar quimicamente el MOF después de obtener el
material cristalino. Las ventajas que ofrece la modificacion postsintética (MPS) de
MOFs se pueden resumir en: la posibilidad de incluir grupos funcionales en la
estructura cristalina sin las restricciones impuestas por las condiciones de sintesis,
la mayor facilidad de aislar y purificar el MOF modificado puesto que se trata de un
sistema heterogéneo, la libertad de modificar un mismo MOF con diferentes
reactivos para conseguir MOFs con idéntica topologia pero diferente
funcionalizacion, y el control del tipo de sustituyente incorporado y el grado de

funcionalizacidon de este.
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.|

Figura 7. Esquema general del concepto de MPS en MOFs (23).

e MPS de MOFs por interacciones no covalentes

Es la via postsintética mas comun, y se trata fundamentalmente de la
extraccion e intercambio de moléculas huéspedes y el intercambio i6nico. Un
punto a tener en cuenta es que en algunos MOFs, la retirada de las moléculas
huésped que ocupan el espacio libre de la estructura puede ser perjudicial y

provocar el colapso de la red cristalina.

e MPS de MOFs por interacciones coordinativas

Para este tipo de método postsintético existen dos aproximaciones
diferentes. El primero se centra en las vacantes coordinativas de los centros
metalicos que conforman el MOF. Bajo condiciones apropiadas, ciertos MOFs
pueden desprenderse de ligandos auxiliares coordinados a los centros metalicos,
lo cual genera vacantes coordinativas que pueden emplearse para funcionalizar el
material. Por otro lado, la segunda aproximacion se basa en hacer uso de grupos
funcionales libres que posean los ligandos para enlazarlos a metales y formar
complejos de coordinacion. Sin embargo, comparado con el primer método, la
posibilidad de tener grupos funcionales libres que puedan actuar como grupos
dadores en un enlace de coordinacién es mas complicada, ya que, taly como se ha
mencionado previamente, dichos grupos funcionales pueden interferir durante la

sintesis inicial en la formacion del MOF deseado.
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Figura 8. Ejemplo esquematico de MPS por interacciones coordinativas del MOF [Cd;CleL;] mediante un

complejo de coordinacion de Ti (24).

e MPS de MOFs por enlaces covalentes

Los métodos sintéticos que permiten la ruptura y formacion de enlaces
covalentes suponen la herramienta mas potente de la quimica sintética. Puede
parecer que la MPS de MOFs mediante la via de modificaciones covalentes es mas
complicada debido a la mayor fuerza de estos enlaces respecto a las interacciones
coordinativas mas débiles que soportan la estructura cristalina. Sin embargo, la
arquitectura periodica de estos materiales otorga una estabilidad quimica y
térmica considerable. De hecho, se han conseguido realizar de manera exitosa
acoplamiento de amidas, condensacion de iminas, N-alquilaciones o reducciones
en MOFs.

e MPS de MOFs en tandem

La estabilidad quimica y térmica de los MOFs permite llevar a cabo mas de
una MPS en el mismo material. La facilidad para separar los pequenos reactivos de
los cristales del MOF ayudan a controlar de manera adecuada el proceso de MPSy,

por lo tanto, el grado de modificacion en cada paso.

e MPS de MOFs mediante protonacion

Mientras que los grupos amino y carbonilo son particularmente atractivos
para la modificacion covalente de MOFs por su reactividad, la MPS de MOFs basada
enreacciones mas simples es también posible. De hecho, la protonacion resulta ser
una forma de modificacion efectiva y directa para alterar las propiedades de

algunos MOFs.
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1.3.2. MOFs como catalizadores biomimeéticos o bioinspirados

Dentro de los numerosos tipos de actividad enzimatica que se pueden lograr
mediante los MOFs, se encuentra la actividad tipo lacasa. Para ello se utilizan MOFs
que contienen atomos de cobre en su estructura. Un par de ejemplos de estos
MOFs se pueden encontrar en los trabajos de Shams et al (25), y Hu et al (26). En el
primero, los atomos de cobre actuan de centros metalicos en la estructura del MOF
Cu/H3BTC. En el segundo en cambio, los atomos de cobre se incorporan a la
estructura del MOF UiO-67 mediante MPS por interacciones coordinativas. Este
dopaje de Cu es posible debido a que a la hora de sintetizar el MOF inicial, se
sustituye el ligando acido bifenil-4,4'-dicarboxilico por el acido 2,2'-bipiridin-5,5'-
dicarboxilico. Gracias a esto, los atomos de nitrogeno de los anillos piridinicos

posibilitan la coordinacion de los iones de Cu.

Otro tipo de actividad perteneciente a metaloenzimas de Cu que se ha
conseguido a través de los MOFs es la actividad tipo MMOp. Un ejemplo de ello es
la publicacion de Ikuno et al (27), en la cual se sintetizan clusteres de 6xidos de Cu
mediante deposicion de capa atomica sobre el MOF NU-1000. Los clusteres de Cu
se depositan sobre los nodos del MOF, y tienen la capacidad de oxidar el metano

con una selectividad del 45-60% a metanol y dimetiléter.

1.4. MOF-808

1.4.1. Descripciony caracteristicas

El MOF-808 empleado en este trabajo posee clusteres de ZrsO4(OH)s como
centros metalicos, unidos por 6 ligandos de benceno-1,3,5-tricarboxilato (BTC).
Cada ligando a su vez enlaza a 3 clusteres, que generan 6 vacantes de coordinacion
ocupadas por moléculas del modulador empleado en la sintesis del material
(generalmente acidos monocarboxilicos de cadena corta como el acido formico y
el acido acético) para neutralizar la carga. En la estructura tridimensional del MOF,
se forman jaulas tetraédricas con diametros internos de poro de 4,8 A, con los
clusteres inorganicos en los vértices del tetraedro y los ligandos de BTC en las caras
de este. Debido a que las jaulas tetraédricas comparten sus vértices, la
conectividad general del MOF-808 se puede simplificar en una red ampliada con
estructura de diamante. En dicha red, se forma un gran poro con forma de

adamantano con un diametro interno de 18,4 A y una abertura de poro

21



iy BILBOKO
INGENIARITZA
ESKOLA

) ) ESCUELA Metal-organic frameworks como matrices porosas ordenadas para el disefio de
Universidad Euskal Herriko DE INGENIERIA . . . o
del Pais Vasco  Unibertsitatea DE BILBAO catalizadores bio-miméticos

pseudohexagonal con las moléculas de modulador coordinadas a los clusteres

orientadas hacia el interior de la abertura (28).

Figura 9. Representacion de (a) la jaula tetraédrica y (b) el gran poro con forma de adamantano del MOF-808
(28).

1.4.2. Funcionalizaciéon postsintética

Las 6 vacantes coordinativas existentes en cada cluster de Zr que son
ocupadas por moléculas labiles, y la orientacion de dichas posiciones, son muy
interesantes para poder realizar una MPS de interacciones coordinativas y ocupar
esas vacantes con diversas moléculas que generen entornos de coordinacion
relativamente similares a los que se pueden encontrar en metaloenzimas. En este
trabajo nos hemos centrado en emplear iones de cobre como centros activos, por
lo que nos hemos fijado en gran medida en las metaloenzimas de cobre. Taly como
se ha explicado previamente, las histidinas son los residuos mas comunes a la hora

de coordinar el cobre en las enzimas. Por lo tanto, la primera aproximacion que se
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ha realizado es la funcionalizacion del MOF-808 con moléculas de L-histidina. En un
principio, los grupos carboxilato de estos aminoacidos se coordinan a los centros
metalicos del MOF, y los grupos imidazol quedan orientados hacia el interior de la

ventana del poro.

A parte de funcionalizar el material con histidina, en el trabajo se plantea el
uso de otros aminoacidos, moléculas o incluso una mezcla de dos de ellos para
evaluar lainfluencia del entorno de coordinacion del metal en la actividad catalitica
posterior. Las moléculas empleadas han sido la L-cisteina, acido malico, acido
citrico y acido 2,3-dimercaptosuccinico. Ademas, se ha realizado una

funcionalizaciéon combinando histidina y cisteina.

Figura 10. Representacion esquematica de la ventana de poro pseudohexagonal del MOF-808 (a) previo a la
funcionalizacion, (b) funcionalizado con cisteina, (c) funcionalizado con histidina y (d) funcionalizado con cisteina
e histidina a proporciones iguales.

Una vez funcionalizado el MOF-808 con los aminoacidos o moléculas
correspondientes, se ha instalado el Cu de forma controlada en las posiciones de
coordinacion proporcionadas por la propia funcionalizacion por inmersion del

material en una disolucion acuosa del metal en cuestion. La concentracion de la
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disolucion permite controlar el grado de dopaje de metal, asi como su presencia en
forma de centros aislados u oxo-clusteres mas complejos. En el trabajo se evalua

el efecto de diferentes grados de dopaje a la hora de catalizar lareaccion de interés.

1.5. Proceso catalitico de interés

1.5.1. Oxidacion Himeda Catalitica con Peroxido de Hidrégeno

Las aguas residuales fendlicas provenientes de industrias petroquimicas,
farmaceéuticas o del carbén, suponen un serio problema medioambiental y son
dificiles de tratar por biodegradacion. Para intentar dar solucion a esta cuestion, se
han estudiado tecnologias basadas en biodegradacion, fisisorcion y oxidacion
tanto quimica como foto-catalitica. La biodegradacion es adecuada para tratar
aguas residuales con una concentracion de contaminantes por debajo de 1000
mg/L, mientras que la adsorcion fisica es capaz de funcionar en un rango de
concentraciones mayor. Sin embargo, este tipo de adsorbentes necesitan ser
regenerados durante el proceso. Por otra parte, el método de la oxidacion quimica
puede ser capaz de mineralizar completamente los contaminantes

transformandolos en H,0O y CO; (29).

Entre los procesos de oxidacion quimica existentes, la Oxidacion Humeda
Catalitica con Perdxido de Hidrogeno (Catalytic Wet Peroxide Oxidation, CWPOQ), el
cual se basa en el proceso Fenton, es una de las mas prometedoras para degradar
compuestos organicos fendlicos. Se trata de una tecnologia de bajo coste, puesto
que no necesita de materiales o equipos especiales, y opera bajo condiciones
suaves (e.g. presion atmosférica y bajas temperaturas). Para llevar a cabo este tipo
de oxidacion se emplea peroxido de hidrogeno (H,0,) como agente oxidante, y un
catalizador adecuado para promover la descomposicion parcial del H,0, y formar
radicales hidroxilo (HO-). Estos radicales son especies muy reactivas que son
capaces de degradar la mayoria de los compuestos contaminantes presentes en
aguas residuales. Ademas, la CWPO posee otra ventaja significativa: el H,O, es
considerado un agente respetuoso con el medio ambiente, puesto que sus
productos finales de degradacion son oxigeno y agua. Por lo tanto, las tecnologias
que se apovyan en la CWPO para el tratamiento de aguas se han vuelto muy
interesantes y atractivas desde un punto de vista medioambiental (30). A pesar de

la ventaja que supone emplear el H,0, como agente oxidante, los compuestos
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aromaticos que se forman como primeros productos de la oxidacién del fenol, tales
como catecol, hidroquinona o benzoquinona, proporcionan niveles mas altos de
toxicidad que el propio fenol. Por esta razon, es importante que el catalizador
empleado sea capaz de oxidar estos nuevos compuestos que se van formando
hasta provocar la ruptura del enlace C-C de las benzoquinonas y generar acidos
dicarboxilicos. A partir de la oxidacion de estos acidos se puede conseguir la

mineralizacién completa del contaminante fenélico inicial (31).
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Figura 11. Diagrama del mecanismo de degradacion del fenol por la oxidacion de tipo Fenton. Las etapas de

reaccion incluyen 1. Oxidaciones, 2. Rupturas de enlace C-C, 3. Transferencia de hidrégeno (31).

1.5.2. Proceso Fenton

Afinales delsiglo XIX, elinvestigador britanico Henry John H. Fenton publico
un trabajo en el que informaba por primera vez de la oxidacion catalitica de
compuestos organicos utilizando H,O, como agente oxidante (32). En dicho trabajo
se observo que se podia oxidar el acido tartarico empleando pequenas cantidades
del cation hierro(ll) (Fe?*) y distintos agentes oxidantes, siendo el mas eficaz el H,0..
Enlos 1930s, Fritz Haber y Joseph J. Weiss concluyeron que la especie activa no era
el H,0, por si mismo, sino que eran los radicales hidroxilo generados a partir de la
reaccion del H,0O, con el radical superdxido (reaccion Haber-Weiss) (33). Segun

estos autores, la descomposicion del H,O, ocurre mediante la interaccion de este
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compuesto con el Fe?* en medio acido, resultando en la oxidacion del Fe?* a Fe3ty

la formacion de iones OH"y radicales HO- (34), taly como se indica en la Ec. (1).

H,0, + Fe?t - OH™ + HO - +Fe3t (1)

La demostracion de la participacion del Fe?* como catalizador no lleg6 hasta
principios de los 1950s, cuando se propuso un mecanismo de dos pasos en los
cuales el Fe?* se regeneraba a partir del Fe3* para cerrar el ciclo catalitico (35). En el
primer paso, el H,O, reacciona con los radicales HO- formando radicales
hidroperoxilo (HOO-) y agua, como se observa en la Ec. (2). Mientras que en el
segundo paso, el HOO- reduce el Fe3*, recuperando asi el Fe?*, como se indica en la
Ec. (3).

H,0, + HO - > HOO - + H,0 (2)

Fe3* + 00H - - 0, + H* + Fe?* (3)

1.5.3. Ejemplos de MOFs empleados para la CWPO
En la literatura se pueden encontrar varias publicaciones en las que se
emplean MOFs como soportes para obtener catalizadores que puedan realizar la

CWPO. A continuacion, se mencionan dos de estas publicaciones.

En el trabajo publicado por Pan et al(29), emplearon el UiO-66 como soporte
de especies activas de Cu. Después de incorporar el Cu por impregnacion humeda,
calcinaron los materiales para obtener los catalizadores finales. El Cu-UiO-66
calcinado lo utilizaron para la CWPO de concentraciones altas de 4-clorofenol,
consiguiendo una conversion del 98% a los 20 minutos, y una conversion total a los

40 minutos.

En otro trabajo realizado por Gholipoor y Hosseini (36), sintetizaron un MOF
de Cu con acido 1,4-benzenodicarboxilico como ligando. Este catalizador lo
emplearon para la CWPO de fenol. Después de optimizar las condiciones de
reaccion (concentracion de fenol, concentracion de catalizador y temperatura),

obtuvieron una conversion del 92% en 30 minutos de reaccion.
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1.6. Motivacion del trabajo y objetivos

La motivacion principal del trabajo presentado se centra en el estudio de un
sistema de catalizadores novedoso basado en el uso del MOF-808 como soporte
para biomimetizar enzimas, mediante la funcionalizacién con diversas moléculas
(aminoacidos, acido carboxilicos, etc.). En el caso de este trabajo en concreto, las
enzimas seleccionadas para biomimetizar han sido las oxidasas de cobre, y la
reaccion modelo la CWPO. Sin embargo, la flexibilidad de este sistema de
catalizadores es muy grande. Se pueden emplear muchos tipos de moléculas para
funcionalizar el MOF-808 y generar entornos de coordinacion presentes en otras
enzimas o entornos de coordinacidén unicos. Asimismo, se pueden dopar estos
materiales con muchos tipos de iones y clusteres metalicos para optimizar la
actividad del catalizador. Por esta razon, este tipo de catalizadores se pueden
disenar tanto para reacciones de oxidacion de compuestos contaminantes en
aguas residuales, como para oligomerizacion de etileno, o para reacciones
enantioselectivas con el fin de generar compuestos de alto valor anadido en

sectores como el farmacéutico.

Los objetivos del trabajo presentado se engloban en los siguientes puntos:

e Sintetizar y funcionalizar, con aminoacidos y acidos carboxilicos (histidina,
cisteina, acido malico, acido citrico y DMSA), el MOF-808 para generar
entornos de coordinacion semejantes a metaloenzimas de cobre naturales.

e Estudiarla actividad catalitica del catalizador biomimético generado parala
CWPO de diferentes contaminantes.

e Estudiar la influencia del entorno de coordinacion del metal en la actividad
catalitica empleando materiales a partir de MOF-808 con diferentes
funcionalizaciones.

e Estudiar la influencia del grado de dopaje de metal en la formacion de
centros metalicos aislados u oxo-clusteres, y la repercusion del grado de
dopaje en la actividad catalitica.

e Conseguirungrado de conversion de degradacion o mineralizacion de fenol

en medio acuoso cercano al 90%.
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2. METODOLOGIA SEGUIDA EN EL DESARROLLO DEL
TRABA)JO

En esta seccion se describiran los reactivos, equipos y procedimientos
empleados para sintetizar los catalizadores y caracterizarlos mediante diferentes
técnicas. Ademas, se explicara la metodologia utilizada en los ensayos cataliticos

realizados.

2.1. Sintesis de los catalizadores

2.1.1. Reactivos empleados
Para la sintesis del MOF-808, el cloruro de zirconio(IV) (ZrCls, 98% de pureza
con 1-2% de cloruro de hafnio(IV)) se obtuvo de Alfa Aesar y el acido 1,3,5-

benzenotricarboxilico o acido trimésico (HsBTC, 95% de pureza) de Sigma Aldrich.

En la funcionalizacion del MOF-808, la L-Histidina (His, pureza > 98%) se
obtuvo de Thermo Fisher Scientific, la L-Cisteina (Cys, pureza »97%) de Sigma
Aldrich, el acido L-(-)-malico (malic, pureza del 97%) de Alfa Aesar, el acido citrico
(citric) monohidratado de LABKEM, y el acido (2R, 3S)-rel-2,3-dimercaptosuccinico
(DMSA) de Fluorochem. Asimismo, como fuente de Cu(ll) para dopar el MOF-808
funcionalizado se emple6 cloruro de cobre(ll) dihidratado (CuCl,-2H20, extra puro)

de Acros Organics.

Finalmente, para las pruebas de catalisis se utilizaron como reactivos: fenol
(pureza»99,5%), catecol (pureza » 99,0%) y 2,4-diclorofenol (2,4-DCP, pureza » 98,0%)
de TCl Chemicals, e hidroquinona (pureza » 99%) de Sigma Aldrich. Ademas,
también se emplearon 4-aminoantipirina (4-AAP, pureza del 97%) obtenido de Alfa

Aesar, y H,0, (30% w/v en agua) de Panreac.

2.1.2. Sintesis del MOF-808

La obtencion del MOF-808 se realizo mediante sintesis solvotermal. Para ello
se disolvieron 3,5 g (15 mmol) de ZrCls en 40 mL de una mezcla de agua y acido
aceético en proporcion 1:1 en volumen, y 1,05 g (5 mmol) de HsBTC en otros 40 mL
de la misma mezcla de disolventes. Se utilizd un reactor de borosilicato de 250 ml
en el que se anadieron ambas disoluciones, y se introdujo en un bano de silicona

con agitacion magnética a 105 °C durante 24 horas.
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Una vez finalizada la reaccion, se separ6é el MOF en forma de precipitado
blanco mediante centrifugacion. En un segundo paso se retird el sobrenadante, y
se lavo 3 veces con 40 ml de agua y otras 3 veces con 40 ml de metanol alo largo de
un periodo de 24 horas para cada disolvente. Entre cada lavado, el sélido se
recuperd via centrifugacion, descartandose el sobrenadante del proceso. El
precipitado final se seco en una estufa a 80 °C durante la noche, y se almacené en

un recipiente cerrado en condiciones ambientales.

2.1.3. Funcionalizacion del MOF-808

Las funcionalizaciones del MOF se efectuaron a través de disoluciones
acuosas de histidina, cisteina, acido malico y acido citrico, y una disolucion de
DMSA en metanol, con una concentracion de 0,05 M. En la funcionalizacion con la
mezcla de histidina y cisteina, ambos compuestos se encontraban con una
concentracion de 0,025 M. Se dispersaron 500 mg de MOF-808, previamente secado
a 80 °C, en 250 ml de la disolucion de los aminoacidos o acido carboxilicos
correspondientes. La mezcla se introdujo en un bano de silicona con agitacion

magnética a 60 °C durante 24 horas.

Una vez centrifugada la suspension, se recupero el sélido descartando el
sobrenadante. El MOF-808 funcionalizado se lavo 2 veces con 40 ml de agua y 2
veces con 40 ml de metanol, y entre cada lavado el sélido se recuperd por
centrifugacion. En el caso del MOF-808 funcionalizado con DMSA, el precipitado se
lavo 3 veces con 40 ml de metanol. El secado se realizd en una estufa a 60 °C
durante la noche, y en todos los casos se consiguio un sélido blanco en apariencia

de color muy similar al material inicial.

2.1.4. Dopaje con Cu de los MOF-808 funcionalizados

Se sumergieron 100 mg de los MOF-808 funcionalizados en 20 ml de
disoluciones de Cu(ll) con concentraciones de 10, 100 y 1000 mg/L durante 30
minutos. Después de eso, se recuperaron los materiales resultantes por
centrifugacion y posteriormente, fueron lavados 2 veces con 20 ml de agua y otras
2 veces con 20 ml de metanol. Al igual que en los procedimientos anteriores, los
solidos se recuperaron mediante centrifugacion entre cada lavado. Finalmente, los

precipitados se secaron en una estufa a 80 °C.
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Los materiales obtenidos presentaban colores azules de mayor o menor
intensidad debido a la incorporacion del Cu(ll). Sin embargo, en los MOFs
funcionalizados con moléculas que poseen grupos tiol como la cisteina y el DMSA,
el color final de la muestra se tornaba verde, o, incluso, de color marron claro a

oscuro, dependiendo de la cantidad de Cu(ll) incorporada.

2.2. Caracterizacion de los catalizadores

2.2.1. Difraccioén de rayos X en polvo (XRD)

Los patrones de difraccion de rayos X se obtuvieron mediante un
difractometro Philips X'PERT utilizando radiaciéon de cobre (A = 1.54184 A) en el
rango de 5°¢26 < 70°, con unincremento progresivo de 0,026° por paso y un tiempo

de exposicion por paso de 60 segundos.

La comparaciony ajuste de los perfiles de difraccion se realizé6 mediante el
paquete de programas FULLPROF suite. Se realizaron los ajustes de perfil
completos partiendo del grupo espacial y los parametros de celda del MOF-808

determinados por Furukaway colaboradores(28).

2.2.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia
total atenuada (FTIR-ATR)

Los espectros FTIR-ATR se realizaron con un espectrometro Jasco FT/IR-
6100. Se registraron en la region comprendida entre 600 y 4000 cm-1 con una
resolucion de 4 cm-1. Se midieron 64 espectros por muestra, promediandose para
obtener los datos finales. Antes de realizar cada medida se adquirié la senal de

fondo para sustraerla de la posterior medida de la muestra.

2.2.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico se llevo a cabo en un equipo TGA/SDTA851e
de Mettler-Toledo. Las medidas se realizaron en atmosfera de aire sintético (80% N,
/ 20% O3) con un flujo de aire de 40 cm®*min™'y en el intervalo de temperaturas 20-

700 °C con una rampa de calentamiento de 10 °C-min™
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2.2.4. Resonancia magnética nuclear de protén ("H-NMR)

Para obtener la formula molecular de los bloques de construccion tanto del
MOF-808 original como del MOF funcionalizado, se realizaron analisis de
resonancia magnética nuclear de protones en un Bruker AVANCE 500 a 500 Hz,
introduciendo las muestras en una solucion de NaOH 1 M a base de D,0, para

digerir la estructura MOF.

Al integrar las sefales asociadas a los (amino)acidos y el pico de la huella
digital (8,26 ppm) asociado a las moléculas de acido trimésico, se calculo la
funcionalidad de (amino)acido por unidad de formula. Para realizar dicho calculo,
se despreciaron los posibles defectos de ligando en la estructura, y se considero

que la formula ideal contiene dos moléculas de BTC.

2.2.5. Resonancia paramagnética electrénica (EPR)

Los espectros EPR se registraron a temperatura ambiente y 10 K utilizando
un espectrometro Bruker ELEXSYS 500 (banda X). El espectrometro se equip6 con
unresonador de superalto Q ER-4123-SHQvy las muestras se colocaron en tubos de
cuarzo. Para establecer una comparacion cualitativa de las muestras se utilizé
aproximadamente la misma cantidad de muestra y grado de empaquetamiento
dentro de los tubos de cuarzo para todas las muestras. El campo magnético se
calibré con una sonda de RMN y la frecuencia dentro de la cavidad (~9,395 GHz) se

determiné con una frecuencia MW integrada.

2.2.6. Espectroscopia ultravioleta-visible en sélido (UV-Vis en sélido)

La capacidad de absorcion del laser de las muestras de polvo se midio
mediante espectroscopia de reflectancia difusa (ERD). La ERD se llevo a cabo en el
rango de longitud de onda de 200-2200 nm utilizando un espectrofotometro UV-
Visible-NIR V-770 Jasco equipado con una esfera integradora de 150 mm de
diametro recubierta con Spectralon con una resolucion espectral de 1 nm. Se usé
una referencia espectral para medir el 100 % de reflectancia y se usaron
atenuadoresinternos para determinar la reflectancia cero a fin de eliminar el fondo
y el ruido. Los polvos se colocaron en una cubeta de cuarzo, se sellaron y se
montaron en un portamuestras de teflon para la medicion de DRS. Los espectros

de reflectancia medidos se convirtieron posteriormente en factores de absorcion

31



BILBOKO
INGENIARITZA
ESKOLA

E!

EsoueLA Metal-organic frameworks como matrices porosas ordenadas para el disefio de
DE BILBAO catalizadores bio-miméticos

de Kubelka-Munk (K-M) para evaluar los espectros de absorcion de los polvos. Esta
conversion se realizé utilizando la ecuacion K-M: f (R)=(1R2)/ 2R, siendo R la

reflectividad laser medida de los polvos.

2.2.7. Fluorescencia de rayos X (XRF)

Los analisis se efectuaron empleando un espectrometro secuencial de
fluorescencia de rayos X por dispersion de longitud de onda (WDXRF), de la marca
PANalytical, modelo AXIOS, dotado con un tubo de Rh, y tres detectores (flujo

gaseoso, centelleo y sellado de Xe).

Se realizd el analisis semicuantitativo de cada muestra en polvo mediante
software standardless. Este software se basa en la medida de un conjunto de scans,
con diferentes cristales analizadores, para determinar la presencia de los distintos
elementos. La valoracion (semi)cuantitativa se realiza en base al método de
Parametros Fundamentales y a la calibracion/sensibilidad instrumental
determinada por el software en base a un pequeno conjunto de muestras-patron,

asociado al propio software.

2.3. Ensayos cataliticos

2.3.1. Oxidacion Humeda Catalitica con Peréxido de Hidrogeno (CWPO) de
compuestos fenolicos y difenélicos con MOF-808@His-Cu

Los ensayos iniciales consistieron en oxidar fenol, catecol, hidroquinona y
2,4-DCP con el catalizador MOF-808@His-Cu. Se empleo 4-AAP para generar una
reaccion cromogénica (figura 12) y poder seguir la reaccion mediante
espectrofotometria UV-Vis (26). La reaccion se teste6 con la adicion de H,0, como

oxidante.
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Figura 12. Reaccion de fenol con 4-AAP para formar el croméforo.

Las condiciones de reaccion utilizadas fueron 100 mg/L de catalizador,
concentraciones variables de reactivo, 500 mg/L de 4-AAP y 2% en volumen de
H,0,, en condiciones tipo batch y, a temperatura ambiente y presion atmosférica.
El volumen total de reaccion fueron 2 mly todos los compuestos estaban disueltos
o dispersos en agua destilada. Como blanco de referencia se utilizaron las mismas

condiciones y cantidades de cada compuesto pero suprimiendo el catalizador.

La generacion de color debida a la oxidacion del contaminante y su unién a
la 4-AAP, se siguid mediante un espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis de Thermo
Scientific. Se emplearon cubetas de plastico con 1 cm de paso de luzy se tomaron
medidas de absorbancia a una longitud de onda de 510 nm cada 10 segundos
durante 30 minutos. Se tomé 750 nm como longitud de onda de referencia para
obtener un valor de absorbancia corregido y eliminar la influencia de la dispersion

del catalizador en la medida.

2.3.2. Monitorizacion de la degradacion de fenol por HPLC
El equipo de cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC)

empleado fue un Agilent 1200, y se realizd una cromatografia en fase reversa
utilizando la columna ZORBAX SB-C18 (3.0 mm x 150 mm x 3.5 um) de Agilent, y
agua como fase movil. La velocidad de flujo empleada fue de 0,400 ml/min, la
temperatura de la columna fue de 30 °C, se inyectaron 10 pl por medida y se opto

por un detector UV-VIS a 210 nm de longitud de onda.

El calibrado del fenol, catecol e hidroquinona se realiz6 a partir de diluciones

de disoluciones madre de 1000 mg/L. Se prepararon 6 patrones con
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concentraciones diferentes de cada compuesto: 0, 20, 50, 100, 250y 500 mg/L. Las

medidas se repitieron 3 veces por cada disolucion patrén.

El ensayo de degradacion de fenol se realizd en condiciones tipo batch enun
vial cerrado con agitacion y con condiciones de temperatura ambiente y presion
atmosfeérica. En un volumen total de reaccion de 20 ml, se anadieron 200 mg/L de
MOF-808@His-Cu, 400 mg/L de fenol y 5% en volumen de H,0,, siendo agua el
disolvente empleado. Se tomaron muestras de la reaccion a 0, 15, 30, 60, 90, 120,

180, 240 y 1200 minutos con una jeringuilla y filtradas con un filtro de 0,2 ym para

eliminar los restos de catalizador. Se realizaron 3 medidas por muestra.

2.3.3. Comparacionde laactividad catalitica segun la funcionalizaciony grado
de dopaje de Cu

Por un lado, se comparo la actividad de los catalizadores con diferentes
funcionalizaciones que tuvieran la proporcion mas parecido posible de Cu
incorporado. Por otro lado, también se hizo una comparacion entre los MOF-
808@Cys-Cu con diferente cantidad de Cu incorporado. Para ambos casos se

emplearon dos reactivos diferentes: hidroquinonay 2,4-DCP.

Las condiciones de reaccion para los ensayos con hidroquinona fueron: 200
mg/L de catalizador, 200 mg/L de hidroquinona, 500 mg/L de 4-aminoantipirina y
5% en volumen de H,0,. En cambio, para los ensayos con 2,4-DCP se usaron: 150
mg/L de catalizador, 300 mg/L de 2,4-DCP, 500 mg/L de 4-aminoantipirinay 5% en
volumen de H,0,. Ambos ensayos se realizaron en condiciones batch a
temperatura ambientey presion atmosférica, con 2 mlde volumen totaly el blanco

de referencia utilizado fue agua destilada.

Las medidas se hicieronigual que en el apartado 2.3.1., pero en esta ocasion

se tomaron medidas de absorbanciaa0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos.
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2.4. Diagrama de Gantt
Las tareas realizadas se dividieron en:

a) Sintesis del MOF-808 policristalino mediante métodos solvotermales para

modificaciones post-sintéticas.

b) Funcionalizacién del MOF-808 con disoluciones de diferentes compuestos: L-
histidina, L-cisteina, acido malico, acido citrico, acido 2,3-dimercaptosuccinico y

mezcla de L-cisteina/L-histidina.
c) Adsorcion de Cu(ll) empleando los MOF-808 funcionalizados.

d) Caracterizacion estructural de los materiales obtenidos mediante difraccion de
rayos X en polvo con el objetivo de determinar la cristalinidad y controlar la

degradacion y/o variacion de su estructura con las modificaciones post-sintéticas.

e) Caracterizacion quimica mediante diversas técnicas instrumentales:
espectroscopia infrarroja, analisis termogravimétrico, resonancia magnética
nuclear, resonancia paramagnética electronica, espectroscopia ultravioleta-visible
y fluorescencia de rayos X. Estas técnicas permiten dilucidar tanto el numero de
funcionalizaciones introducidas en el MOF-808 por férmula unidad como la
cantidad de iones metalicos adsorbidos y su entorno de coordinacion dentro del

material.

f) Medidas de catalisis en condiciones batch y deteccion mediante espectroscopia
UV-VIS para la oxidacion de compuestos fendlicos o difendlicos empleando

peroxido de hidrogeno como oxidante y 4-aminoantipirina.

g) Monitorizacion de la oxidacion de fenol, como compuesto modelo, mediante
HPLC con uno o varios de los catalizadores sintetizados. De este modo se puede
controlar el transcurso de la reacciony la aparicion de los productos sin tener que

emplear reactivos adicionales como la 4-aminoantipirina.

h) Redaccién de la memoria escrita.
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Tabla 1. Diagrama Gantt temporal de las tareas realizadas durante el trabajo.

2021-2022

Tareas Nov | Dic | Ene | Feb | Mar

Abr

May

Jun

a) Sintesis

b) Funcionalizacion

¢) Adsorcion de iones metalicos

d) Caracterizacion estructural

)
)

e) Caracterizacion quimica

f) Medidas de catalisis

g) Monitorizacion de la oxidacion

h) Redaccion de la memoria
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3.RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion de los catalizadores

3.1.1. Difraccién de rayos X (XRD)

El material inicial, MOF-808, asi como los modificados con aminoacidos y
acidos dicarboxilicos, y los dopados con cobre, se han estudiado inicialmente
mediante difraccion de rayos X. La técnica de difraccion de rayos X en polvo
permite conseguir un patron de difraccion en el que la posicion y la intensidad
relativa de los maximos de difraccion estan estrechamente relacionados con la
estructura cristalina del mismo. La comparacion del patron de difraccion
experimental con el simulado a partir de la informacioén estructural del material,
nos permite observar si el material se ha obtenido como una fase pura, si la
cristalinidad del material es la adecuada, y si la intensidad relativa de los maximos

de difraccion se mantiene en comparacion con la del modelo estructural inicial.

Ademas de una comparacion cualitativa, para el MOF-808, se realizdé un
ajuste de perfil completo del patron de difraccion partiendo de los parametros de
celday el grupo espacial obtenidos en el fichero de informacion cristalografica del
material obtenido en la publicacion de Furukawa y colaboradores (.“cif’ o
crystallographic information file) (28). Dicho ajuste se muestra en la figura 13. En él
se observa que los maximos de difraccion tedricos practicamente coinciden en
posicion e intensidad con los datos experimentales, lo que nos indica que el
material conseguido no presenta ninguna fase secundaria que se haya podido

formar durante la sintesis.
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Figura 13. Comparacion del patron de difraccion experimental del MOF-808 con un patron teorico
simulado obtenido a partir del analisis de perfil completo sin modelo estructural. Rojo: puntos experimentales.

Negro: patron tedrico simulado. Verde: posiciones de Bragg. Azul: diferencia exp-teo.

Otra informacion importante que podemos corroborar mediante esta
técnica es la evolucion de la cristalinidad del material y la conservacion de su
estructura cristalina durante los procesos de modificaciones postsintéticas. Tanto
en la etapa de funcionalizacién con los aminoacidos y acidos dicarboxilicos, como
en la etapa de dopaje con Cu, el MOF-808 es sometido a ligeros cambios de
temperatura, intercambio de moléculas que se coordinan a las posiciones abiertas
del cluster de zirconio de la estructura cristalina, dopaje por inmersion en
disoluciones de Cu ligeramente acidas, ademas de varias etapas de lavado y secado
con diferentes disolventes hasta conseguir el material final. Debido a esto, la
estructura cristalina puede verse afectada e incluso podria haber colapsado en
ciertas condiciones. En las figuras 14-19 se muestran los difractogramas de los
materiales obtenidos en cada etapa (MOF-808, MOF-808 funcionalizado y MOF-808
funcionalizado con Cu) para cada una de las funcionalizaciones estudiadas en este
trabajo. En términos generales, se observe una ligera pérdida de cristalinidad al
término de cada etapa de funcionalizacién y dopaje con cobre. En practicamente
todos los materiales esta pérdida de cristalinidad es muy ligera y nada significativa.
Es decir, se da unligero incremento de la intensidad del fondo que podria asociarse
con una ligera amorfizacion del parte del material. Estas diferencias son
considerablemente mayores en el caso del MOF-808@malic-Cu, y en casi todos los

casos se acentuan en el proceso de dopaje de cobre. Aun y con esta pequena
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degradacion del material, se puede advertir que los maximos de difraccion se
mantienen en las mismas posiciones y con intensidades relativas similares a los
materiales de partida. Por lo tanto, se ha considerado que la estructura se sigue
conservando, a pesar de esa pequena pérdida de orden en el material al incorporar

las funcionalidades en el mismo.
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Figura 14. Difractogramas. Verde: MOF-808. Rojo: MOF-808@His. Azul: MOF-808@His-Cu.
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Figura 15. Difractogramas. Verde: MOF-808. Rojo: MOF-808@Cys. Azul: MOF-808@Cys-Cu.
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Figura 16. Difractogramas. Verde: MOF-808. Rojo: MOF-808@CysHis. Azul: MOF-808@CysHis-Cu.
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Figura 17. Difractogramas. Verde: MOF-808. Rojo: MOF-808@malic. Azul: MOF-808@malic-Cu
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Figura 18. Difractogramas. Verde: MOF-808. Rojo: MOF-808@citric. Azul: MOF-808@citric-Cu
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Figura 19. Difractogramas. Verde: MOF-808. Rojo: MOF-808@DMSA. Azul: MOF-808@DMSA-Cu

3.1.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia
total atenuada (FTIR-ATR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica muy util para la
caracterizacion/deteccion de grupos funcionales organicos e inorganicos en los
materiales. Con ella es posible ver de manera muy sencilla si el material inicial
sintetizado, MOF-808, posee los modos de vibracion caracteristicos asociados a las
unidades organicas e inorganicas que conforman su estructura cristalina. Ademas,
esta técnica nos permite confirmar de manera sencilla que el proceso de
funcionalizacion con los aminoacidos y acidos dicarboxilicos ha sido exitoso, y
como el mismo ha podido afectar a los modos de vibracion de la estructura
cristalina inicial. En la figura 20, se muestran los espectros FTIR-ATR del MOF-808 y

los MOF-808 funcionalizados.

En todos los espectros se aprecia que las bandas principales del MOF-808 se
mantienen una vez se ha realizado la funcionalizacion. Entre las bandas mas
caracteristicas e intensas de este material estan las situadas a 1625, 1560 y 1445
cm’', que se atribuyen a las bandas de vibracion caracteristicas del anillo aromatico
del ligando BTC y las vibraciones simétrica y antisimétrica de los enlaces C-O
asociados a los grupos carboxilo. Ademas, se observa otra banda de absorcion
intensa alrededor de 650 cm™ que corresponde a la vibracion Zr-0, lo cual sugiere
que la coordinacion del cluster de Zr con el BTC ha ocurrido por los grupos
carboxilicos (37). A pesar de haber introducido funcionalizaciones en el MOF, los

modos de vibracion del material inicial no sufren cambios significativos. En
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paralelo, las bandas de vibracion correspondientes a las funcionalizaciones son
muy débiles, pero apreciables en la mayoria de los casos. Es el caso de los
materiales funcionalizados con acidos dicarboxilicos o tricarboxilcos (MOF-
808@malic, MOF-808@citric y MOF-808@DMSA), aparece una pequena banda
alrededor de 1710 cm™ que corresponde a la vibracion del grupo -C=0. Es decir, la
presencia de una vibracion del enlace doble C=0, nos indica la presencia de grupos
COOH en el material. Es por ello, que se puede sugerir que estas moléculas solo se
unen por uno de sus grupos COO" al cluster de Zr, y que el otro queda libre en forma
de COOH apuntando a los poros del material. Esta banda no se observa para las
funcionalizaciones de histidina y cisteina, ya que el unico grupo carboxilo de estas
estaria envuelto en la union de la molécula a los clusteres de Zr. Para aquellas
moléculas con grupos -SH, hemos conseguido localizar una banda muy débil
alrededor de 2575 cm™ que estaria relacionada con la vibracién de extension del

enlace S-H.

—MOF-808 ——MOF-808@His —MOF-808@Cys MOF-808 @CysHis
MOF-808@malic ——MOF-808@citric =~ =———=MOF-808@DMSA

WM

TRANSMITANCIA (U. A.)

2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
NUMERO DE ONDA (CMY)

Figura 20. Espectros FTIR-ATR del MOF-808 y MOF-808 funcionalizados.

42



= BILBOKO

INGENIARITZA
) ESCUELA Metal-organic frameworks como matrices porosas ordenadas para el disefio de
Universidad Euskal Herriko DE INGENIERIA
del Pais Vasco  Unibertsitatea DE BILBAO

catalizadores bio-miméticos

3.1.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico permite ver la manera en la que el material va
perdiendo sus componentes a medida que aumenta la temperatura. De esta
manera, se puede conocer la temperatura necesaria para activar el material o la

temperatura de degradacion de este.
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Figura 21. Analisis termogravimétricos de los MOF-808 funcionalizados.

Ha resultado ser complicado definir a que temperaturas o rangos de
temperatura se producen las pérdidas de los componentes de los MOF-808
funcionalizados (figura 21). Sin embargo, se pueden definir tres etapas de pérdida
de masa enlos TGA realizados si tenemos en cuenta los datos para el material MOF-
808 sin funcionalizar (28). La pérdida inicial se produce alrededor de los 100 °Cy se
atribuye a las moléculas de agua o metanol que se encuentran en los poros del
material. La segunda pérdida es mas tendida e irregular, pero se acentua en el
rango entre 250-550 °C. A estas temperaturas se produce la pérdida de las
moléculas de modulador (acido formico o acido acético) introducidas en la sintesis
del materialinicial, se da la pérdida de moléculas de agua y grupos hidroxilo que se
localizan enlas posiciones del cluster no ocupadas por las moléculas de modulador,
y se genera la deshidroxilacion completa del cluster, pasando de ZrO4(OH)s a ZrsOs,
liberando dos moléculas de agua por cluster. Creemos que la liberacion de la
funcionalizacion de los aminoacidos y acidos carboxilicos se daria a una mayor
temperatura dentro de esta segunda etapa de degradacion del material, si bien
seguramente este parcialmente solapada con las anteriores. Creemos que la
fragmentacion térmica del aminoacido o de los acidos carboxilicos pueden inducir
una pérdida de masa enforma de pendiente solapada con otras perdidas paralelas,
el lugar de ocurrir a una temperatura concreta. Finalmente, la tercera pérdida se
debe a la calcinacion del ligando del MOF, que ocurre de 550a 575 °C para todas las

muestras, y que da en ultimo término a la formacién de 6xido de circonio.

3.1.4. Resonancia magnética nuclear de protén ("H-NMR)

Con el uso de la resonancia magnética nuclear de protdon se pretende
deducir el nimero de funcionalizaciones por unidad formula que posee cada MOF-
808 modificado con los aminoacidos o acidos carboxilicos. La manera de realizar
ese calculo ha sido tomando la senal de los protones del anillo aromatico del
ligando BTC situado a 7,25 ppm. Suponiendo que no existen defectos de ligando en
la estructura del MOF, hay dos BTC por unidad formula unidad, y, por lo tanto, seis
protones correspondientes al ligando. Siendo esto asi, al integrar dicha senal, se ha

normalizado su valor a seis protones. De esta manera, las senales de los protones
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correspondientes a las funcionalizaciones nos permiten calcular de manera directa
el numero de funcionalizaciones que hay por cada unidad féormula. Ademas de las
senales relacionadas con la funcionalizacion, aparecen senales correspondientes
al acido acético empleado como modulador en la sintesis (= 1,75 ppm). En la tabla
2 se muestran los espectros '"H-RMN realizados y la integracion de las senales de
mayor interés. Teniendo en cuenta la integracion de las senales de protdon
obtenidas para cada uno de los materiales, se ha conseguido proponer las

siguientes formulas quimicas para cada uno de ellos:

Tabla 2. Unidad férmula para cada material obtenido mediante "H-RMN.

Materiales Unidad formula

MOF-808
MOF-808@His
MOF-808@Cys

MOF-808@CysHis
MOF-808@malic
MOF-808@citric
MOF-808@DMSA

Zrs04(OH)4(Co06H3)2(CH3CO0)6.0
Zr504(0OH)s5.6(H20)5.6(Co06H3)2(CsHsN302)4.4
Zrs O40(OH)7.2(H20)3.2(Co06H3)2(C3HsNO,S) 2.
Zre04(OH)4(CoOeH3)2(CsHaN302)2.7(C3HsN O2S)3.3
Zr604.0(0OH)6.0(H20)2.0(Co06H3)2(C4H505)4.0
Zr604.0(0OH)4.1(H20)0.1(Co06H3)2(CsH7017)5.9
Zrs 04.0(0OH)6.1(H20)2.1(Co06H3)2(C4He04S2)3.9

3.1.5. Fluorescencia de rayos X (XRF)

A la hora de dopar los MOF-808 funcionalizados, se han empleado
disoluciones de cloruro de Cu(ll) de diferentes concentraciones para variar la
cantidad de cobre inmovilizado en el material. Debemos de tener en cuenta que la
adsorcion de cobre por el material va a depender directamente de la afinidad
quimica entre los grupos quimicos de las moléculas de aminoacidos o acidos
carboxilicos instalados en el material. Es decir, para una disolucion de cobre de la
misma concentracion, cada material exhibe una capacidad diferente de incorporar
Cu a su estructura. Es por ello por lo que para algunas de las funcionalizaciones se
ha variado la concentracion de la disolucion de cobre para lograr incorporar una
concentracion similar de cobre en todos los materiales. Para medir de manera
semicuantitativa la cantidad de Cu introducido en cada catalizador, se ha hecho

uso de la técnica de fluorescencia de rayos X de las muestras solidas.
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En la siguiente tabla (tabla 3) se muestran los materiales sintetizados, la
concentracion de Cu(ll) empleada para su dopaje y el porcentaje de Cu en peso
incorporado respecto a la cantidad total de metales (Zr, Hf y Cu) presentes en los
MOF-808.

Tabla 3. Datos de la fluorescencia de rayos X.

Catalizador [Cuen Zr (%) | Hf (%) | Cu (%)
dopado (mg/L)

MOF-808@His-Cu1000 1000 91,14 | 2,00 6,86
MOF-808@His-Cu100 100 88,77 | 2,07 9,16
MOF-808@His-Cu10 10 95,74 | 2,24 2,02

MOF-808@Cys-Cu1000 1000 86,24 | 1,99 11,77

MOF-808@CysHis-Cu100 100 86,19 | 2,16 11,65
MOF-808@malic-Cu1000 1000 93,27 | 2,37 4,36
MOF-808@citric-Cu1000 1000 90,11 1,98 7,91
MOF-808@DMSA-Cu100 100 76,53 | 2,35 21,12

3.1.6. Espectroscopia ultravioleta-visible en sélido (UV-Vis en sélido)
Mediante la espectroscopia ultravioleta-visible en solido es posible observar
las bandas de absorcion del material, que a su vez estan relacionadas con la
estructura electronica del mismo. En nuestro caso, las bandas de absorcion de
mayor interés son las relacionadas con el Cu introducido en los MOF-808
funcionalizados, ya que la posicion de las mismas nos permitira dilucidar si el
entorno de coordinacion del mismo varia en funcion del material en el cual se ha

inmovilizado.

Para empezar, hay que mencionar que hay un aumento significativo de
ruido de fondo en los espectros UV-Vis del MOF-808@DMSA-Cu, tal y como se
muestra en la figura 22. Este fendmeno se debe a la co-existencia de iones Cu(l) y
Cu(ll) relativamente concentrados, lo cual provoca transferencia electronicas entre
estas dos especies, que a su vez da lugar a una elevacion del fondo del UV-Vis

debido al oscurecimiento del material. Otro aspecto para comentar es que las
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bandas situadas en la region del UV (200-300 nm) se corresponde a las transiciones
de transferencia de carga entre metales y ligandos, las cuales también se ven
afectadas en cierto modo por la incorporacion de los aminoacidos o acidos

dicarboxilicos a la estructura del material.
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Figura 22. Espectro UV-Vis en solido de los catalizadores obtenidos.

La figura 23, la cual es una ampliacion de la figura 11, permite observar de
manera mas clara la banda asociada a los cationes de cobre, que esta situada entre
500 y 800 nm. Esta banda de absorcion esta relacionada con la transicion
electrénica Unica de un ion Cu(ll) con estructura electrénica d°. En el caso de la
especie Cu(l), su estructura electronica de capa completa (d'°), provoca que no
haya transiciones electronicas observables en el rango del visible. Se puede ver que
segun la funcionalizacion, la banda de absorcion asociada a los atomos de Cu(ll) se
desplaza significativamente. En los MOF-808 funcionalizados con acido malico y
acido citrico, la banda de absorcion se desplaza hacia longitudes de onda mayores
(niveles de energia menores), por lo que se puede suponer que la coordinacion del
Cu(ll) se da mayormente mediante los grupos carboxilicos, y que por lo tanto, el
entorno de coordinacion del cobre estara mayoritariamente formado por atomos
de oxigeno. En cambio los MOF-808 funcionalizados con His y mezcla Cys/His
presentan desplazamientos hacia longitudes de onda menores (niveles de energia
mayores), lo que significa que en ambos materiales la coordinacion del Cu(ll) se

produce de manera similar, pero de modo muy diferente a los materiales
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funcionalizados con malico o citrico. Es cierto, que existe también una diferencia
apreciable entre la posicion de la banda de absorcion en el material con cisteina
(675 nm) y en homologo con histidina (610 nm.) Teniendo en cuenta los estudios
precios de UV-Vis de complejos de Cu(ll), si el entorno de coordinacion de plano
ecuatorial del cobre estuviese formado exclusivamente por atomos de nitrégeno
provenientes de los grupos amino o imidazol de la histidina, se esperaria una
posicion de la banda localizada en torno a 500 nm, lo cual queda lejos del valor
observado para nuestros materiales. Es de esperar que la coordinacion del cobre
en el material MOF-808@His involucre tanto atomos de nitrégeno del imidazolio
como moléculas de agua que completen en entorno del cobre. De este modo, un
entorno de coordinacion con especies diferentes se ajusta mejor a los valores
cercanos a 600-650 nm encontrados en bibliografia para este tipo de
coordinaciones (38). En el caso de los atomos de cobre instalados en el compuesto
de cisteina, el ligero desplazamiento de la banda a 670 nm sugiere un entorno de
coordinacion ligeramente diferente, pero similar al del compuesto de la histidina,
que posiblemente no involucre atomos de azufre en el proceso. Por ultimo, el MOF-
808@DMSA-Cu no presenta ninguna banda en esa zona. Este hecho puede implicar
que el Cu(ll) incorporado en el material ha sido reducido casi por completo a Cu(l),
0 que el aumento de la senal base del espectro no permite observar la transicion

electronica del Cu(ll).

—— MOF-808@His-Cul00  =———MOF-808@ Cys-Cu1000 MOF-808@CysHis-Cu100
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Figura 23. Ampliacion del espectro UV-Vis en sélido de los catalizadores obtenidos en la zona de la banda de

transicion electrénica del Cu(ll).
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3.1.7. Espectroscopia paramagnética electrénica (EPR)

La espectroscopia de EPR nos ayuda a comprender el posible entorno de
coordinacion de los metales una vez estabilizados dentro del MOF. Se han
estudiado inicialmente las muestras de His y Cys dopadas con 100 mg/L de Cu(ll),
tanto a temperatura ambiente como a 10 K. Los dos compuestos muestran el
espectro caracteristico de EPR para iones de Cu(ll) magnéticamente aislados con
un entorno de simetria tetragonal inducida por la coordinacion de los ligandos. Si
bien es cierto, que en ambas muestras (sobre todo en la de Cys), se observa una
segunda contribucion asociada a atomos de cobre en forma de clusteres
magnéticamente acoplados. Es decir, los mismos se estabilizan lo suficientemente
cerca como para establecer interacciones magnéticas entre ellos. El ajuste de los
espectros nos permite calcular tanto el valor de g (perpendicular) de 2,274/2,259y
2,063/2,062 para la Hisy Cys; y los valores de g (paralelo) de 2,274y 2,259 para la His
y Cys, respectivamente (figura 24). Ademas, la separacion entre las bandas de la
estructura hiperfina nos permite calcular los valores de separacion de las senales
del g paralelo y perpendicular, A (paralelo) = 175-10%/183-10* cm™ (His/Cys) y A
(perpendicular) = 10-10%/15-10% cm™.

Teniendo en cuenta la informacion obtenida, se puede concluir que los
atomos de cobre magnéticamente aislados presentan un entorno de coordinacion
altamente elongado en el eje axial, es decir un entorno octaédrico o piramide de
base cuadrada con una distancia Cu-O o Cu-N mucho mayor en comparacion con

las usuales de 2,0 A observadas en la base del octaedro o de la piramide de base

cuadrada.
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Figura 24. EPR de las muestras a 10 Ky temperatura ambiente de (a) MOF-808@His-Cu100 y (b) MOF-808@Cys-
Cu100.
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El dopaje de cobre en el material también influye de forma importante los
modos de coordinacion del cobre en el mismo (figura 25). Cuando se realiza el
dopaje con una disolucion de 10 mg/L, el espectro muestra mayoritariamente una
especie de cobre aislada con el mismo entorno de coordinacién en toda la muestra.
Alaumentar el grado de dopaje, se empieza a observar la presencia de una segunda
especie de cobre aislada con un entorno parecido, pero ligeramente diferente al
del atomo de cobre observado para la muestra dopada con una disolucion de 10
mg/L de cobre. Ademas, si bien la contribucion de los atomos de cobre en forma de
cluster es nula para la muestra mas diluida en cobre, aumenta significativamente
enlasde 100y 1000 mg/L.

-
©
2
o]
®
©
2]
c
(]
-
k=
- 10 ppm -
100 ppm
= 1000 ppm

1 1 1 1 1 1
2600 2800 3000 3200 3400 3600
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Figura 25. EPR de los materiales MOF-808@His dopadas con 10, 100 y 1000 mg/L de Cu(ll).

En buen acuerdo con los resultados que hemos obtenido mediante las
medidas de UV-Vis en sélido, los espectros de EPR de cobre en las diferentes
funcionalizaciones presentan diferencias muy significativas (figura 26). Como era
de esperar, la muestra de DMSA presenta una senal principalmente asociada a
clusteres de cobre magnéticamente aislados, si bien se observan también la
contribucion de cobres aislados cuya estructura hiperfina parece coincidir con las
del compuesto funcionalizado con citrico. Es decir, se podria concluir que los
atomos de cobre coordinados por el grupo carboxilo del DMSA estan en forma
aislada, mientras que aquellos asociados a los grupos tiol presentarian una senal
ancha tipica de clusteres. El espectro de EPR del cobre en el compuesto de citrico

es muy limpio y presenta mayoritariamente la contribucion de una especie de
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cobre aislada, mientras que en el malico, se observan dos tipos de cobre aislados

con entornos de coordinaciéon similares.

MOF-808@Malic
MOF-808@Cit
MOF-808@DMSA
MOF-808@Cys
MOF-808@His

Intensidad (u.a.)

2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
H (Gauss)

Figura 26. Espectro EPR de las diferentes muestras de MOF-808 funcionalizado dopadas con Cu(ll).

3.2. Ensayos cataliticos

3.2.1. Oxidacion Humeda Catalitica con Peréxido de Hidrogeno (CWPO) de
compuestos fenolicos y difenélicos con MOF-808@His-Cu

El primer ensayo de catalisis que se realizé fue para comprobar que tipo de
actividad tenian los catalizadores sintetizados. Para ello se midieron las cinéticas
de reaccion de cuatro reactivos similares: fenol, catecol, hidroquinona y 2,4-
diclorofenol. Tal y como se ha mencionado en el apartado 2.3.1., la manera de
seguir la reaccion fue a través de una reaccion cromogénica entre la 4-
aminoantipirina y el reactivo correspondiente. En la figura 27 se muestra el
espectro de UV-Vis del medio de reaccion después de 1 hora con el catalizador de
histidina dopado con la disolucién de cobre de 100 mg/L. En el espectro se observa
claramente que el cromoéforo generado por la oxidacion de los fenoles o difenoles,
ysuunion ala 4-aminoantipirina, da lugar a una banda de absorcion en el rango del
visible, alrededor de 510 nm. Por lo tanto, las medidas de absorcion realizadas en
todos los ensayos fueron a esa longitud de onda. Ademas, se ha considerado 750
nm como longitud de onda de referencia para sustraer el aumento de absorbancia

provocada por la dispersion del catalizador solido en el medio de reaccion. Es
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importante tener en cuenta que la absorbancia de la banda tiene relacion con la
intensidad del color del cromoforo generado, por lo que para diferentes fenoles o
difenoles de partida, incluso llegando a la misma concentracion final del
cromogeno después de la reaccion, la absorbancia de la banda puede diferir

significativamente.

0.8
Fenol - 4-AAP
0.7
Catecol - 4-AAP
0.6 Hidroquinona - 4-AAP
ﬂi 05 2.4-DCP - 4-AAP
=2
o 04
[ %)
=
_§ 0.3
o
8 0.2
<
0.1
0
350 450 550 650 750

Longitud de onda (hm)

Figura 27. Espectro UV-Vis de los cromoéforos generados a partir de la 4-AAP.

En este ensayo se empled el MOF-808@His-Cu100 como catalizador de
referencia. Esta decision se tomo a raiz de que, en las metaloenzimas de Cu, los
iones del metal se coordinan mayoritariamente por residuos de histidina. Por lo
tanto, el material mas préximo a biomimetizar dichas metaloenzimas debia ser el
MOF-808 funcionalizado con histidina. Una de las caracteristicas de los
biocatalizadores es que la velocidad de la reaccion es directamente dependiente
de concentracion del sustrato, hasta que, llegada una concentracion de saturacion,
la velocidad deja de aumentar. Es por ello que se ha monitorizado la absorbancia
de nuestro cromoforo con el tiempo para cinéticas de reaccion obtenidas variando
la concentracion de fenol. En estas reacciones, las demas variables, como
concentracion de catalizador, o perdxido de hidroégeno, se han mantenido

constantes. Las cinéticas obtenidas se puedes observar en la figura 28.
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Figura 28. Cinéticas de reaccion variando la concentracion de fenol.

El ajuste de estas cinéticas de reaccion nos ha permitido obtener valores de
velocidad inicial (vo) tomando los datos en los primeros 10 minutos de reacciény
calculando la pendiente de la recta de regresion. Hay que apuntar que se toma el
supuesto de que en esos primeros 10 minutos de reaccion, la concentracion de
reactivo es tan grande respecto al catalizador, que a efectos practicos se mantiene
constante. Con esos datos de vo y la concentracion de reactivo para cada vo se ha
obtenido la curva representada en la figura 29. Ahi se puede observar que la vo
aumenta a la vez que aumenta la concentracion de reactivo, hasta que llega a un
punto en el que, a pesar de aumentar la concentracion, la vo se mantiene
relativamente constante. Esto se produce por la saturaciéon de los centros activo

del catalizador.

20

Vy- 108 (s-1)
(=9
w
®

10 °

0 50 100 150 200
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Figura 29. Representacion de los valores de velocidad inicial a cada concentracion de fenol.
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Para conocer si dicha curva se ajusta a la ecuacion de Michaelis-Menten (4),
caracteristica de las reacciones enzimaticas, se han graficado los inversos de los

parametros que definen dicha ecuacion. De esta manera se obtiene la ecuacion de

Lineweaver-Burk (5). Las dos ecuaciones se describen a continuacion:

[S]

aX Km+[S]

VO = Vm

1 Ky 1 1

VO Vm ax [S ] Vm ax

(5)

Donde, voy Vmax son la velocidad inicial y la velocidad maxima de la reaccion,
[S] es la concentracion del sustrato y Ku que es la constante de Michaelis-Menten.
La expresion de Lineweaver-Burk resulta muy util ya que representando los
inversos de la vo respecto de los inversos de la concentracion de reactivo (figura 30),
los datos se ajustan a una recta, en caso de que la actividad del catalizador se ajuste
realmente a la ecuacion de Michaelis-Menten. Asimismo, se podrian obtener los

parametros cinéticos Vmax Y Kw.

0.25
0.2
£ 015
=
=4
s ol ' y = 4.0094x+ 0.0124
< R® = 0.9871
0.05
0
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

1/[Fenol] (L/mg)

Figura 30. Representacion de los inversos de la velocidad inicial respecto del inverso de la concentracion de

fenol.

Experimentos homologos para obtener las cinéticas de reaccion a

diferentes concentraciones se han realizado para el catecol, hidroquinona y 2,4-
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DCP. El ajuste de Lineweaver-Burk para los datos de la velocidad de la reacciéon a
diferentes concentraciones del sustrato para las tres moléculas estudiadas se han
representado en la figura 31. Si bien la tendencia que se observa en cuanto a la
saturacion de la velocidad de la reaccion es similar que, para la reaccion con el
fenol, los valores de velocidad maxima de reaccion y Ky difieren significativamente
(tabla 4).
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0.012 0.025
z 0 = 002
& 0.008 —
] ® 0015
2 0.006 iy
5 2 o001 y = 0.2133x + 0.0029
0.004 y=0.0958x + 0.0025 = R? = 0.9905
R? = 0.9817
0002 0.005
0 0
0 002 004 006 008 01 0.12 0 002 004 006 008 0.1 0.12
1/[catecol] (Umg) 1/[Hidroquinona] (L/mg)
03
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E 0.2
2
= 015
o
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- R*=0.9768
0.05
0
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Figura 31. Representacion de los inversos de la velocidad inicial respecto del inverso de la concentracion de

catecol, hidroquinonay 2,4-DCP.

Tabla 4. Valores de vumax Y Ku para la oxidacion de fenoles y difenoles por el catalizador MOF-808@His-Cu100.

Sustrato Kwm Vmax
Fenol 80.64 0.25
Catecol 400 10.44
Hidroquinona 344 4.69
2,4-DCP 112 0.42

La conclusidon ala se puede llegar con este ensayo es que el catalizador MOF-
808@His-Cu100 posee actividad peroxidasa y es capaz de oxidar diferentes
reactivos aromaticos fendlicos y similares. Sin embargo, la velocidad a la que oxida

cada sustrato depende principalmente del niUmero de grupos OH en la estructura,
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pero también de su posicion en el anillo aromatico, y de los sustituyentes que
existan alrededor de ellos. Ademas, el tipo de cinética que presenta el catalizador
es similar a la de las enzimas. Por ultimo, este catalizador también es activo para la
oxidacion de estos compuestos sin necesidad de la adicion de H,0; (actividad tipo
lacasa), pero se ha observado que la velocidad de reaccion disminuye de manera

significativa.

3.2.2. Monitorizacion de la degradacion del fenol por HPLC

Uno de los problemas que presenta el método colorimétrico con 4-AAP es
que es dificil conocer el grado de conversion por dos razones. La primera es que el
valor de absorbancia correspondiente a la conversion total no es conocido, y la
segunda es que se sospecha que con el paso del tiempo el catalizador es capaz de
sobreoxidar el compuesto cromoforo que se genera entre la 4-AAP y el fenol. Por
lo tanto, los datos que se obtienen a tiempos demasiado largos pueden llegar a ser
poco fiables. Por estas razones, la monitorizacion de la reaccion empleando el HPLC
se convierte en un método mas adecuado para conocer el grado de degradacion
del fenol a lo largo del tiempo, sin la necesidad de tener que generar una especie

cromofora.

Presuponiendo que el proceso de oxidacion de fenol iba a generar catecol e
hidroquinona como productos principales, se realizd un calibrado de los tres
compuestos. El calibrado se muestra en la figura 32, y se puede observar que los

datos se ajustan a una recta.
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2 -
100000 RT=05984
y = 174.88x+ 326.45
80000 R?=0.9999
® o y =150.76x-2378.2
2 60000 * R?=0.9975
40000 @ Fenol
20000 Catecol

Hidroquinona
0
0 100 200 300 400 500 600

Concentracién {mg/L)

56



Universidad  Euskal Herriko
del Pais Vasco  Unibertsitatea

BILBOKO
INGENIARITZA
ESKOLA

E!

EsoueLA Metal-organic frameworks como matrices porosas ordenadas para el disefio de
DE BILBAO catalizadores bio-miméticos

Figura 32. Calibrado de fenol, catecol e hidroquinona.

A continuacion, se realizo la reaccion con el mismo catalizador que en el
ensayo delapartado 3.2.1.y se obtuvieron los datos reflejados en la figura 33. Como
bien se hipotetizd de manera previa al ensayo, los primeros productos que se
generan al oxidarse el fenol son el catecol e hidroquinona. Sin embargo, a medida
que pasa el tiempo, se observa que la suma de las cantidades de los tres
compuestos monitorizados no llega al 100% de los mmoles iniciales. Por lo tanto,
podemos suponer que la reaccion en cadena sigue adelante y que el catecol e
hidroquinona se oxidan simultaneamente junto con el fenol. Finalmente, a las 20

horas se obtiene un grado de conversion (oxidacion de fenol) del 87,99%.

Fenol
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=
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Figura 33. Evolucién de la concentracion de fenol, catecol, hidroquinona y resto de compuestos que se forman,

con el tiempo de reaccion.

3.2.3. Comparacionde laactividad catalitica segun la funcionalizaciony grado
de dopaje de Cu

Como ultimo ensayo en este trabajo se ha intentado comparar de manera
cualitativa la actividad catalitica segun la funcionalizacion del catalizadory el grado
de dopaje. La comparacion se ha realizado utilizando hidroquinonay 2,4-DCP para

poder ver si el uso de dos sustratos diferentes tiene alguna influencia.

En la comparacion segun la funcionalizacion, se han intentado emplear los
catalizadores funcionalizados con distintas moléculas que tuvieran un porcentaje
de Cu lo mas similar posible, los cuales son los indicados en la tabla 3 del apartado

3.1.5. De esta manera, se ha buscado una comparacion lo mas real y fiable dentro
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de las posibilidades que habia. En la figura 34a se muestra la evolucion de la
reaccion de oxidacion de la hidroquinona con los distintos catalizadores con
funcionalizaciones diferentes. En ella se aprecia que el catalizador que mejor
funciona es el funcionalizado con Cys, seguido del funcionalizado con His. Por otra
parte, el catalizador que presenta menor actividad es el funcionalizado con acido
malico, lo cual era previsible ya que es el material con menor porcentaje de Cu. Otra
cuestion para comentar es la disminucion de absorbancia que sufren algunos
catalizadores después de un tiempo. Esto se debe probablemente a la
degradacion/oxidacion del compuesto cromoéforo de 4-AAP catalizada por el
mismo catalizador. En la figura 34b se representan los mismos datos que en la
figura 34a, pero normalizando la actividad catalitica por centro activo de cobre.
Esta normalizacion nos permite ver la actividad real de los centros cataliticos de Cu.
En el caso de la oxidaciéon de la hidroquinona, la normalizacion no afecta
demasiado, pero podemos concluir que los iones de Cu del MOF-808@His-Cu100

son los mas activos para este sustrato.
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Figura 34. Representacion grafica de (a) oxidacion de hidroquinona con catalizadores con diferentes

funcionalizaciones, y (b) oxidacion de hidroquinona con catalizadores con diferentes funcionalizaciones y

normalizado a un porcentaje de Cu de 10%.

En la figura 35, en el cual se muestran los datos de la oxidacion de 2,4-DCP

con distintos catalizadores con y sin normalizacion, se observa que la afinidad del

catalizador al sustrato depende en gran medida de la funcionalizacion de

acompleja en cobre, y que difiere en gran medida de la observada para la oxidacion

de la hidroquinona en el anterior apartado. En este caso, el catalizador

funcionalizado con acido citrico presenta la mayor actividad. Esta variacion indica

que la actividad de los catalizadores se ve influida por el sustrato escogido, a pesar

de catalizar el mismo tipo de reaccion. Por lo tanto, el reactivo a oxidar se vuelve en

otro factor a tener en cuenta para disenar este sistema de catalizadores. Es decir,

la selectividad hacia los sustratos, otra de las caracteristicas de las metaloenzimas,

también se cumple para los materiales desarrollados en este trabajo.
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Figura 35. Representacion grafica de (a) oxidacion de 2.4-DCP con catalizadores con diferentes
funcionalizaciones, y (b) oxidacion de 2,4-DCP con catalizadores con diferentes funcionalizaciones y normalizado

a un porcentaje de Cu de 10%.

Pasando a las comparaciones segun el grado de dopaje, se han escogido los
catalizadores MOF-808@His-Cu dopados a 10, 100 y 1000 mg/L de Cu(ll) como
materiales de referencia. En las reacciones de oxidacion de hidroquinona,
mostradas enlafigura 36,y enlasde 2,4-DCP, mostradas en la figura 37. Ocurre algo
parecido a la comparacion anterior. El sustrato empleado altera la actividad
cuando se normaliza la misma a unidad de sitio activo. En la oxidacion de la
hidroquinona, el catalizador con mayor cantidad de Cu es el mas activo, tanto por
unidad de masa de catalizador como por unidad catalitica de Cu. Sin embargo, al
utilizar 2,4-DCP como sustrato, el catalizador con mayor porcentaje de Cu sigue

siendo el mas activo por unidad de masa, pero el de menor porcentaje de Cu se
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convierte en el mas activo por unidad catalitica de Cu al normalizar los datos

experimentales.
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Figura 36. Representacion grafica de (a) oxidacion de hidroquinona con catalizadores con diferentes grados de

dopaje, y (b) oxidacion de hidroquinona con catalizadores con diferentes grados de dopaje y normalizado a un
porcentaje de Cu de 10%.
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Figura 37. Representacion grafica de (a) oxidacion de 2,4-DCP con catalizadores con diferentes grados de
dopaje, y (b) oxidacion de 2,4-DCP con catalizadores con diferentes grados de dopaje y normalizado a un

porcentaje de Cu de 10%.

El entorno de coordinacion de las especies de cobre en el MOF-808@His, y
por lo tanto de su actividad para ciertas reacciones, parece depender del grado de
dopaje del material. Es decir, el material dopado con la disolucion de 10 mg/L de
cobre es mas esperable que presente unidades cataliticas monomeéricas aisladas,
mientras que al incrementar la concentracion a 100 mg/L, los centros activos en

forma de clusteres de cobre irian en aumento, y por lo tanto la actividad vy
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selectividad del material se veria alterada. Es importante tomar con cuidado los
datos del material dopado con la disolucion de 1000 mg/L, ya que la concentracion
final en el mismo es menor que incluso en el material dopado con la disolucion de

100 mg/L.
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4. CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas a través de la realizacion de este Trabajo de Fin

de Master se recogen en los siguientes puntos:

e Mediante sintesis solvotermal y modificaciones postsintéticas, se han
podido obtener materiales basados en el MOF-808 con funcionalizaciones
diferentes empleando aminoacidos y acido carboxilicos. Este método de
funcionalizacion puede permitir disenar entornos de coordinacion
concretos en el material en los que inmovilizar metales con actividad bio-

catalitica.

e Los MOF-808 funcionalizados adsorben de manera eficaz los iones
metalicos de Cu. Ademas, el grado de dopaje empleado genera centros de

Cu de diferentes naturalezas.

e Los catalizadores de Cu sintetizados poseen actividad peroxidasa y son
capaces de degradar contaminantes fendlicos en medios acuosos en
presencia de un agente oxidante como el H,0,. Asimismo, la manera en la
que se relaciona la actividad de estos catalizadores con la concentracion de

sustrato se asemeja a las enzimas naturales.

e El entorno de coordinacion disenado a través de las funcionalizaciones
influye de manera significativa en la actividad catalitica del material para
una reacciony sustrato concretos. Por lo tanto, para la optimizacion de este
sistema de catalizadores se debe realizar un analisis minucioso de cada tipo

de reaccion, sustrato y condiciones.

e De manera general un mayor dopaje con Cu provoca un aumento en la
actividad catalitica. Sin embargo, esto puede provocar una reduccion en la

actividad de cada centro activo.

e Empleando el catalizador MOF-808@His-Cu100 se ha podido conseguir un
grado de conversion de fenol en medio acuoso de casi el 90% a las 20 horas

de reaccion.
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e Este trabajo abre la puerta a investigar la utilidad de este tipo de
catalizadores en los que se intenta replicar en centro activo de las
metaloenzimas en reacciones mas alla de la oxidacioén de fenoles, tales

como catalisis enantioselectiva de productos de alto valor anadido.
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