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RESUMEN

Durante muchos afios el consumo de combustibles fosiles, como principal fuente de energia,
ha liberado grandes cantidades de gases de efecto invernadero, lo que ha generado cambios
significativos en las condiciones climaticas y una busqueda de fuentes de energia alternativas.
La simulacion de los procesos fotosintéticos a partir del uso y aprovechamiento de
organismos bioldgicos es una opcion cada vez mas viable para obtener energia. No obstante,
en el desarrollo de estas tecnologias, se hace omision del aporte que la quimica de espines
puede brindar en lacomprension y optimizacion de la fotosintesis artificial. Gracias al estudio
de la técnica conocida como Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es posible evaluar el
papel que la quimica de espines tiene en el desarrollo de los procesos fotosintéticos. Mediante
una revision bibliografica exhaustiva de fuentes primarias y secundarias, apoyadas en
entrevistas con expertos internacionales, se ha efectuado un analisis del papel que la quimica
de espines tiene en una serie de organismos que realizan el proceso de fotosintesis. Al
analizar varios espectros de RMN en estado sélido de los centros de reaccion de los
cloroplastos de ciertas plantas y bacterias, que han sido expuestos a iluminacion continua, se
han encontrado densidades electronicas significativas en sitios moleculares especificos. Esta
informacidn, junto a un analisis de una serie de proyectos en los que se han desarrollado
prototipos para obtener energia mediante fotosintesis artificial, permite concluir que es
necesario (y justificado) considerar a la quimica de espines como un actor clave para la
optimizacion de los procesos y estudios en fotosintesis artificial y, por tanto, vital en un

proceso de obtencion de energia.

Palabras clave: Resonancia Magnética Nuclear, Fotosintesis, Quimica de espines,

Hiperpolarizacion, Energias renovables.
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ABSTRACT

For many years the consumption of fossil fuels, as the main source of energy, has released
large amounts of greenhouse gases, which has generated significant changes in climate
conditions and a constant search for alternative energy sources. The simulation of
photosynthetic processes through the use and exploitation of biological organisms is a viable
option for obtaining energy. However, in the development of these technologies, the
contribution that spin chemistry can provide in the understanding and optimization of
artificial photosynthesis has been omitted. Thanks to the study of the technique known as
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) it is possible to evaluate the role that spin chemistry
has in the development of photosynthetic processes. Through an exhaustive literature review
of primary and secondary sources, supported by interviews with international experts, an
analysis of the role of spin chemistry in a number of organisms that perform the process of
photosynthesis has been performed. By analyzing several solid-state NMR spectra of the
reaction centers of chloroplasts in certain plants and bacteria -which have been exposed to
continuous illumination- significant electronic densities have been found at specific
molecular sites. This information, together with an analysis of a series of projects in which
prototypes have been developed to obtain energy through artificial photosynthesis, allows us
to conclude that it is necessary (and justified) to consider the chemistry of spines as a key
actor for the optimization of the processes and studies in artificial photosynthesis and,

therefore, vital in a process of obtaining energy.

Keywords: Nuclear Magnetic  Resonance, Photosynthesis, Spin  Chemistry,

Hyperpolarization, Renewable energy.
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1. INTRODUCCION

Durante muchos afios el consumo de combustibles fosiles, como principal fuente de energia,
ha liberado grandes cantidades de gases de efecto invernadero, suficientes para retener méas
calor en las capas inferiores de la atmosfera y alterar el clima mundial. Dicha situacién ha
originado que durante los ultimos afios cada década sea mas célida que cualquier década
anterior desde 1850 (IPCC, 2019) (OMS, 2018) (IPCC, 2018). Es por esta razon que, en los
altimos afos, se ha hecho un mayor esfuerzo por desarrollar tecnologias que permitan

explorar otras fuentes energéticas.

En Costa Rica la matriz energética eléctrica se basa en cinco fuentes renovables principales
(ICE, 2015), en 2018 el Instituto Costarricense de Electricidad reporté una produccién de
energia compuesta en un 73.48% hidroeléctrica, 15.84% eolica, 8.52% geotérmica, 0.67% a
partir de la biomasa, 0.09% solar y finalmente, como medio de respaldo, un 1.4% a partir de
combustibles fosiles (Madrigal, 2019). Estas fuentes de energia renovables, como lo son la
hidroeléctrica, solar, edlica, geotérmica y la proveniente de biomasa, son utilizadas como un
medio para reducir el uso de combustibles fésiles (Stigka, Paravantis, & Mihalakakou, 2014)
pero no como medio para sustituir su uso y esto se debe a ciertas limitaciones importantes

que presentan cada una de estas fuentes renovables.

La principal limitacion que tiene la energia hidraulica, solar y edlica es que se ven afectadas
por las variaciones climatoldgicas, e.g., para el caso de la energia hidroeléctrica puede haber
una disminucion en la generacion de energia debido a la escasez de agua durante las épocas
méas secas; en el caso de la energia solar, ademas de que requiere de un terreno
significativamente grande para poder operar de manera rentable, es una fuente de energia
intermitente, ya que depende del clima y del nimero de horas-sol al afio. Para el caso de la
energia eolica, esta depende del viento en la zona, por lo que se debe realizar un estudio de
mediciones de éste para tener una evaluacién del potencial energético del lugar. Por otro lado,
el caso de la energia geotérmica se debe a que no puede ser instalada en cualquier punto, si
no gque debe cumplir ciertos requisitos para poder desarrollarse. Finalmente, en el caso de la

energia a partir de desechos biomasicos, resulta ser poco competitiva si se requiere de una
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alta generacion a gran escala, ya que depende de los residuos generados en un proceso de

manufacturacion (Contreras & Sauma, 2017) (Castillo-Wagemann, 2013).

Por otra parte, en Costa Rica, se cred el Plan Nacional de Energia 2015-2030, el cual aspira
tanto a enfrentar los retos actuales méas urgentes en materia energética, como a inducir
transformaciones profundas en los procesos de produccion, distribucién y consumo de
energia. En concreto, se busca provocar un salto hacia un futuro caracterizado por un bajo
nivel de emisiones en la economia nacional, el desarrollo de procesos de generacién y uso de
energia mas respetuosos de los limites del entorno natural, la construccion de una matriz
energética mas capaz de sostener la competitividad de las industrias nacionales y una mayor
contribucion del sector de energia a la calidad de vida de la poblacién (MINAE & PNUD,
2015).

Por estas razones, se considera necesaria la busqueda de nuevas fuentes de energia que
permitan la disminucion de la dependencia de los combustibles fosiles para la generacion de
electricidad. Por lo tanto, se desea estudiar si la quimica de espines puede ser un actor clave

para la optimizacién de los procesos de obtencion de energia a partir de organismos

fotosintéticos.

1.1.0bjetivos

Objetivo General:

Analizar el papel de la quimica de espines en la optimizacion de los procesos de obtencion

de energia a partir de organismos fotosintéticos.

Objetivos Especificos:

1. Identificar los principales fenomenos de la Resonancia Magnética Nuclear y la

guimica de espines.
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Conocer los principios del proceso fotosintético y la transferencia de electrones que
ocurre en el mismo.

Examinar el papel de la quimica de espines en los procesos fotosintéticos.

Presentar a los organismos fotosintéticos como una posible fuente de energia a partir

de estudios e investigaciones realizadas a la fecha.
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2. MARCO CONCEPTUAL

2.1.Principios de la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Quimica de Espines

Para poner en contexto y generar un marco de referencia, a continuacion, se presentan los
principios de RMN y cdmo se desarrolla esta técnica para lograr comprender su papel en el
estudio tedrico de la quimica de espines aplicada a organismos fotosintéticos para su eventual

uso como fuente de energia.

2.1.1. Espin de un nucleo atémico

Los nucleos de los 4&tomos tienen carga eléctrica y se comportan como imanes, dado que
tienen un momento magnético intrinseco, Ilamado espin nuclear (Laurella, 2017). Esta
propiedad hace que el nucleo se comporte como si estuviera girando y solo sucede cuando el
nucleo atdbmico posee masa y/o nimero atomico (i.e. cantidad de protones) impar, asi es como

va a poseer un momento angular de espin cuantificado (Shoolery, 2008).

Cada nucleo con espin tiene permitida una cantidad de estados de espin especifica y esta
determinada por el nmero cuéntico de espin nuclear I. Para cada ndcleo hay 21 + 1 estados
de espin permitidos (ver tabla 2.1) que van desde +1 hasta -1 (Levitt, 2008).

Tabla 2.1 Ndmero cuantico de espin de algunos de los isétopos mas comunes estudiados

mediante RMN.

Is6topos 1H | 13C | 15N | 19F | 31P | 27Al | 29Si

N =
N~
N =
N =
N| =

Numero cuantico de espin nuclear (1)

N
o N Ul
Nl N| -

Estados de espin 2 12| 2|2
Fuente: (Iggo & Luzyanin, 2020) (Pavia, Lampman, Kriz, & Vyvyan, 2009).
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2.1.2. Momentos magnéticos nucleares

En ausencia de un campo magnético externo aplicado (Bo), todos los estados de espin de un
nucleo estan degenerados (i.e. tienen la misma energia), pero en el momento en que se aplica
un Bo, se elimina la degeneracion y la energia de dichos estados es ligeramente diferente
entre ellos (ver figura 2.1); este escenario se da debido al efecto Zeeman (Halse, 2016) y la
diferencia de energia entre un estado y otro es conocida como division de Zeeman, la cual
depende de la intensidad de Bo, tal y como se observa en la figura 2.1 (Levitt, 2008). Zeeman
descubrid que, si uno expone un electron a un campo magnético externo, el electron puede
tomar los valores de estados estables conocidos como eigenstates, es decir, puede tomar un
valor identificado como -1/2, que se podria llamar estado menos estable o excitado (ya que
esta opuesto a la direccion de Bo) o0 +1/2, que se suele llamar estado estable (ya que esta
alineado con el Bo). Al aumentar Bo la diferencia de energia entre el estado estable y el

excitado aumenta.

AE = hv

By

.1
2

Sin campo magnético Con campo magnético

Figura 2.1. Estados de espin de un proton en ausencia y presencia de Bo (Laurella, 2017).

Por lo tanto, al aplicar Bo, el nlcleo va a tener un momento magnético u, alineado u opuesto
a la direccion de dicho campo, como se observa en la figura 2.2, ya que el ndcleo es una

particula cargada (Lambert & Mazzola, 2004).
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Figura 2.2. Estados de espin permitidos para un proton (“Introducion ao RMN”, s/f).

El Prof. Matysik, de la Universidad de Leipzig, indica que al menos asi funcionaba en los
inicios de la RMN, pero esto solo era eficiente cuando se utilizaba una onda continua con
diferentes frecuencias para irradiar la muestra, en cambio, ahora se utiliza una radiacion
pulsada. Este pulso no solo induce el cambio hacia los eigenstates (+1/2) sino que, segln
el angulo del pulso, este puede tomar otros valores no estables (no eigenstates), e.g., 90°, el
cual toma un valor transversal con la frecuencia de Larmor (vide infra) y luego sera detectado

por una bobina.

2.1.3. Absorcion de energia

El fendmeno de RMN en realidad ocurre cuando el ndcleo esta expuesto a un Bo 'y, por lo
tanto, es incitado a absorber energia y cambiar la orientacion del espin. Esta energia que
absorbe el nucleo debe igualar la diferencia de energia entre los estados de espin involucrados

para poder cambiar dicha orientacion (Pavia et al., 2009).

(1.1)

Eabsorbida = (Eestado —% - Eestado +%> = f(BO)

La magnitud de la diferencia de energia entre los estados de espin también depende de la

carga y masa del ndcleo, ya que estas son diferentes para cada nucleo, presentan una relacion
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de momento magnético y momento angular particular para cada uno. Esta relacién, llamada
relacion giromagnética (y), es constante para cada nucleo y determina la dependencia de
energia con Bo (Pavia et al., 2009).

AE = f(yBy) = hvu (1.2)

donde h es la constante de Plank (6.624 x 1073*] - s) y v es la frecuencia.

P . . h ., .
Dado que el momento angular del nicleo es cuantificado en unidades de Py la ecuacion final

seria:

AE =y (%) B, = hvu (13)
L= (ZY_T[) B, (1.4)

Enla Tabla 2.2 se presentan los valores de Boy v, en los cuales los ndcleos de algunos atomos

presentan resonancia.
Sin la aplicacion de un Bo, los espines giran aleatoriamente. Al absorber energia inician un

proceso de precesion (i.e. fendmeno similar al del movimiento de un trompo) que se da en el

momento en que se aplica un Bo, tal y como se observa en la figura 2.3 (Pavia et al., 2009).
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Tabla 2.2.Valores de campos magnéticos (Bo) y frecuencias (v) en los que un nacleo

presenta resonancia nuclear.

. : . Campo .
) Abundancia Tasa giromagnética . Frecuencia (v)
Isotopo magnéticos (Bo)
natural (%) (y) (rad/T) (MHz)
(M)
1.41 60.0
2.35 100.0
1H 99.08 267.53
4.70 200.0
7.05 300.0
141 15.1
2.35 25.0
13C 1.108 67.28
4.70 50.0
7.05 75.0
15N 0.364 -27.1 9.4 40.5
19F 100 251.7 1.00 40.0
3P 100 108.3 1.00 17.2
27Al 100 69.763 11.74 130.318
20Si 4.685 -53.190 11.74 99.362

Fuente: (Iggo & Luzyanin, 2020) (Pavia et al., 2009).
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Figura 2.3. (a) Precesion de un trompo debido al campo magnético de la Tierra, (b)

Precesion de un nucleo tras absorber energia (Pavia et al., 2009).

Cuando Bo es aplicado, el ntcleo comienza a precesar sobre su propio eje de espin con una
frecuencia angular w, llamada frecuencia de Larmor (Lambert & Mazzola, 2004). Esta
frecuencia de precesion es directamente proporcional a la fuerza de Bo (Pérez, 2009), es decir,
entre mas fuerte sea Bo, mayor seré la tasa de precesion w (Corredor, 2016) y como el nicleo
tiene carga, la precesion genera un campo eléctrico oscilante con la misma frecuencia, por lo
tanto, al suministrarle ondas de radiofrecuencia de esta misma frecuencia al protén, la energia
puede ser absorbida. Es decir, cuando la frecuencia del campo eléctrico oscilante de la
radiacion que se suministra coincide con la frecuencia del campo eléctrico generado por la
precesion del nicleo, los dos campos eléctricos se acoplan y la energia puede ser transferida
de la radiacién entrante al nucleo, lo que provoca un cambio de espin; esta condicion se
conoce como resonancia (ver figura 2.4). Es en este momento cuando se dice que el nicleo

esta en resonancia con la onda magnética entrante (Pavia et al., 2009).
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w=60MHz Ocurre la absorcién
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v=60MHz
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N =

14,100 Gauss

Figura 2.4. Diagrama del proceso de Resonancia Magnética Nuclear (Pavia et al., 2009).

2.1.4. Densidad de poblacion en los estados de espin nuclear

Existe un ligero exceso de nucleos en el estado de espin de menor energia y la magnitud de
esta diferencia puede calcularse usando las ecuaciones de distribucion de Boltzmann (Pavia
et al., 2009).

N : —AE —hv 1.5
Jlsuperior _ qr® _ o RT (1.5)

Ninferior

donde h es la constante de Plank, k es la constante de Boltzmann (1.380 x 10723 %) T es

la temperatura absoluta (en Kelvin) y v es la frecuencia de operacion del instrumento.

Por lo que usando la ecuacién 1.5 se puede calcular que a 25°C (298 K) para un instrumento

operando a una frecuencia de 60 MHz:

N ) —(6.624x1073*]-5)(60 MHz)
superior = e (1.380)(10_23 ]/K)(ZQS K)

Ninferior
Nsuperior = 0.999991 = 1000000
Ninferior 1000009
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Existen 1 000 009 nucleos en el estado de espin de menor energia (Nipferior) POr Cada
1000 000 de nucleos en el estado de espin de mayor energia (Ngyperior)- En otras palabras,

existe un exceso de poblacion de 9 nucleos en el estado inferior de energia.

Este minimo exceso de nucleos es el que permite observar el fendmeno de resonancia, es
decir, que si la poblacién estuviera saturada (i.e. la poblacién en ambos estados de energia
fuera la misma) no se obtendria ninguna sefial, es por esto que durante los experimentos de
RMN hay que evitar la saturacién, y esta se alcanza rapidamente si la potencia de la sefial de
radiofrecuencia es demasiado alta. De hecho, si se aumenta Bo y como consecuencia la
frecuencia de resonancia del is6topo, la diferencia de energia entre los dos estados de espin
aumenta, lo que causa que aumente el exceso de ndcleos en el nivel inferior como se muestra
en la tabla 2.3 (Pavia et al., 2009).

Tabla 2.3. Variacidn del exceso de nucleos de 1H segun la frecuencia de operacion.

Frecuencia (MHz) | Exceso de nucleos
100 16
200 32
300 48
600 96

Fuente: (Pavia et al., 2009).

2.1.5. Equipo de espectroscopia de RMN
El poder de la técnica de espectroscopia de RMN se manifiesta en su aplicabilidad a muestras
de tamafios cada vez mas pequefios, ademas de que proporciona un método preciso y no

destructivo (Khandpur, 2006).

En los primeros afios después de su descubrimiento, la RMN se observd, principalmente,

mediante un campo de radiacion estacionario, pero pronto, gracias al perfeccionamiento de
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tecnologias, la aparicion de computadoras potentes de alta velocidad y finalmente con la
transformacion matemaética, llamada Transformada de Fourier, se desarroll6 la
espectroscopia de RMN por Transformada de Fourier Pulsado (Bakhmutov, 2012) (Chiznik
et al., 2014) (ver figura 2.5). EI método consiste en aplicar una secuencia de pulsos cortos de
radiofrecuencia a la muestra que se va a investigar y transformar la respuesta del sistema por
medio de la transformacion de Fourier, obteniendo ventajas como: menor tiempo para

registrar un espectro y mayor sensibilidad inherente (Ernst & A, 1966).

Figura 2.5. Equipo de espectroscopia de RMN de 200 MHz para protones con sonda de
estado sélido presente en el Instituto de Quimica Analitica de la Universidad de Leipzig

(Fuente: Propia).

El equipo de espectroscopia de RMN por Transformada de Fourier Pulsado utiliza una breve,
pero potente réfaga de energia (Lambert & Mazzola, 2004), Ilamada pulso, que excita todos
los nacleos magnéticos de la molécula a la vez. Esto quiere decir que, en una molécula
organica todos los ndcleos elegidos son inducidos a experimentar resonancia
simultdneamente y para lograrlo se utiliza un instrumento con un Bo determinado que utiliza
una réafaga corta de radiofrecuencia de entre 1 pus y 10 us. La fuente se enciende y apaga
rapidamente, generando un pulso similar al que se muestra en la figura 2.6 (Pavia etal.,
2009).
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TIEMPO

Figura 2.6. Diagrama de la intensidad del pulso corto en el tiempo (Lambert & Mazzola,
2004).

De acuerdo con una variacion del Principio de Incertidumbre de Heisenberg, aunque la
frecuencia del oscilador que genera este pulso sea, e.g 90 MHz, si la duracién del pulso es
muy corta, la frecuencia es en realidad incierta, por lo tanto, el pulso contiene en realidad un
rango de frecuencias como el que se observa en la figura 2.7. Este rango de frecuencias es lo
suficientemente grande como para excitar todos los diferentes tipos de nucleos en una

molécula al mismo tiempo, con una sola rafaga de energia (Pavia et al., 2009).

PULSO

N
T

~— FRECUENCIA

Figura 2.7. Diagrama del rango de frecuencias contenidas en un pulso (Lambert &
Mazzola, 2004).

Cuando se interrumpe el pulso, los nicleos excitados comienzan a perder su energia de
excitacion y vuelven a su estado de espin original (i.e. se relajan), a medida que esto sucede
se emite energia en forma de radiacién electromagnética. Dado que el espin contiene muchos

ambientes diferentes a su alrededor, es por lo que se emiten muchas frecuencias diferentes
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de radiacion electromagnética (ver figura 2.8). Esta emision se denomina Sefial de Caida de
Induccion Libre (CIL) (Pavia et al., 2009).

TIEMPO

Figura 2.8. Sefal de Caida de Induccion Libre para los 1H del fenilacetato de etilo a 300
MHz (Lambert & Mazzola, 2004).

Como se puede observar, la intensidad de la CIL decae con el tiempo ya que todos los nucleos
eventualmente pierden su excitacion (ver figura 2.8). Esta CIL es una combinacion de todas
las frecuencias emitidas y puede ser bastante compleja. Usualmente se extraen las frecuencias
individuales debido a diferentes nucleos usando una computadora y aplicando el método
matematico de la transformada de Fourier que permite obtener representaciones graficas

(espectros) en el dominio de la frecuencia (Pavia et al., 2009).

2.1.6. Resonancia Magnética Nuclear en estado sélido

Si bien es necesario conocer los principios basicos de la RMN en estado liquido, las muestras
gue se toman en consideracion en esta memoria suelen encontrarse en estado solido, lo que
cambia considerablemente muchos de los fundamentos tedricos que se consideran al estudiar
la RMN.

Mientras que en muestras en estado liquido se obtienen, en general, espectros de alta

resolucidn, con picos estrechos, donde se puede observar facilmente los acoplamientos (i.e.

interaccion entre nucleos vecinos, definida por una constante de acoplamiento J), determinar

28



los atomos unidos y otros datos relevantes, en estado sélido aparecen bandas anchas poco
definidas que complican la obtencion de informacion debido a los efectos anisotrépicos (i.e.
aquellos generados por un movimiento limitado en la fase condensada) por su estructura
atdmica y molecular regular. La principal causa de este problema se debe a que las diferentes
interacciones entre los momentos magnéticos nucleares y el campo magnético dependen de
la orientacion de los mismos, y en una muestra solida no es posible promediar estos efectos,

como sucede en liquidos (Escudero-Belmonte, 2005).

Escudero-Belmonte (2005) indica que existen varios aspectos a considerar durante una RMN
en estado solido para disminuir las consecuencias de los efectos anisotropicos, dentro de los

cuales es util mencionar los siguientes:

A. Angulo magico (MAS): Todas las interacciones que se dan en RMN poseen un
componente isotropico (i.e. que no depende de la orientacion del campo magnético)
y otro anisotropico (i.e. que depende de la orientacion del campo magnético). Muchas

de estas partes anisotropicas de las interacciones dependen de la expresion 1.6

3cos?0—1 (1.6)

donde la interaccion del campo magnético con las moléculas en las distintas
orientaciones en estado solido se mide por ese angulo 8. Por lo tanto, si la ecuacion
1.6 se iguala a cero para que todas las interacciones anisotrdpicas se anulen, el angulo
0 = 54°44' (ver figura 2.9 y 4.4) (Escudero-Belmonte, 2005) (Laws, Bitter, &
Jerschow, 2002). Este angulo, denominado angulo magico, evita la pérdida de
informacidn por las interacciones dipolares producidas por la heterogeneidad de las
muestras y parametros residuales anisotropicos, las cuales, en muestras liquidas, son
promediadas por el movimiento Browniano. A grandes rasgos, el angulo magico
permite la reduccién de la anchura de banda efectiva de las resonancias a valores
comparables a los obtenidos con muestra liquidas (Cruz Diaz, 2017) (Sabin-Lo6pez,
2017).
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Figura 2.9. Representacion esquematica de la disposicién experimental para el giro de la
muestra con el MAS 06=54°44" (Cruz Diaz, 2017).

B. Anisotropia del desplazamiento quimico (entre nicleo y nube electrénica): Esta
interaccion se puede eliminar con el angulo maégico y la resolucion del espectro

depende de la velocidad de giro como se muestra en la figura 2.10 (Sabin-Lo6pez,

2017) (Escudero-Belmonte, 2005).
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Figura 2.10. Espectro de RMN de 31P del 6xido de trifenilfosfina en estado solido, a

diferentes frecuencias de MAS. Donde: (a) sin giro, (b) giroa 1.5 kHz y (c) giro a 3.0 kHz
(Escudero-Belmonte, 2005).
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C. Acoplamiento escalar: Son los acoplamientos a través de los enlaces y en estado
solido son despreciables (Escudero-Belmonte, 2005).

D. Acoplamiento dipolar: Son los acoplamientos entre nicleos activos en RMN a través
del espacio. Estos acoplamientos no tienen parte isotrépica, es decir, que no existen
en estado liquido. Para su eliminacion se requiere de secuencias de pulsos (Escudero-
Belmonte, 2005).

E. Interacciones cuadrupolares: Se dan entre ndcleos con valores de | mayor a 1/2 (e.g.,
27Al) y solo se pueden observar en estado solido. Estas se puede minimizar usando

campos magnéticos altos (Escudero-Belmonte, 2005).

Finalmente, la diferencia tecnol6gica mas significativa entre la RMN en estado sélido y
liquido, es la sonda que se utiliza (ver figura 4.4). La sonda es la parte mas importante del
equipo, ya que con ella se logra la excitacion de espines nucleares y la deteccion de la sefial

mediante bobinas (Colorado, s/f-b).

Las sondas para RMN en estado s6lido permiten el uso del angulo mégico y el ingreso de la
muestra, al rotor (SCAI, s/f) (Bruker, s/f), el cual a su vez se inserta en el estator, donde aire
comprimido pasa a traves de pequefios agujeros permitiendo que la muestra gire (a mayor
frecuencia de giro, se presenta una mayor resolucion en el espectro obtenido) para luego ser

irradiada por radiofrecuencias.

Las sondas de RMN de estado sélido estan disefiadas para manejar una potencia de
radiofrecuencia mucho mas alta, necesaria para excitar y desacoplar los anchos de banda de
frecuencia necesarios para la RMN de estado solido (Colorado, s/f-a). Conociendo estos
aspectos se pueden considerar las condiciones necesarias para analizar las muestras

fotosintéticas en estado sélido bajo RMN.
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2.2.Aplicaciones de la espectroscopia de RMN

La RMN presenta una amplia variedad de aplicaciones teoricas y practicas, donde son
muchos los campos de accion de la técnica. En las siguientes lineas se enumeran algunas de
ellas, ya sea por su uso generalizado o bien por la extension de dicha aplicacion a aspectos

medio ambientales.

2.2.1. Enandlisis estructural y estereoquimico para la caracterizacion de

compuestos quimicos

Una de las principales aplicaciones la RMN es la caracterizacion estructural. Dicha
caracterizacion puede ser estructural, utilizando la RMN en liquidos, o bien electrénica, a
partir de la RMN en estado sdélido, e.g.: se ha realizado la caracterizacion de 27Al y 39K
(Alahmari, Dey, Emwas, Davaasuren, & Rothenberger, 2019), al igual que la de la lignina

de la especie de bambu D. sinicus (Shi et al., 2019) y en materiales porosos (Marti, 2018).

Ademas, se han realizado estudios para caracterizar el kerégeno (i.e. mezcla de compuestos
quimicos organicos presente en las rocas sedimentarias) debido a su heterogeneidad,
complejidad, e insolubilidad, utilizando espectroscopia de RMN en estado solido debido a la
capacidad de la técnica de RMN de proveer informacion estructural completa no destructiva
(Cao, Yang, & Mao, 2011). Otro estudio ha analizado la estructura de los puntos cuanticos
coloidales (i.e. nanocristales coloidales semiconductores) (Piveteau et al., 2015), igualmente
se ha utilizado para descifrar la estructura de entidades celulares (Renault et al., 2012), la
caracterizacién del polimero de lignina (Jia-Long, Shao-Long, Bai-Liang, & Run-Cang,
2013), la caracterizacion petrofisica de carbones por RMN de campo bajo (Yao et al., 2010),

entre otras.

2.2.2. En control de calidad y autenticidad de alimentos

En materia de calidad y autenticidad de alimentos se han realizado distintos estudios debido

a los avances en la sensibilidad instrumental de la técnica, la estabilidad electronica y el
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rapido crecimiento en nuevos algoritmos para el andlisis de datos multivariantes para
observar el metaboloma (i.e. conjunto de metabolitos) de alimentos. Existen estudios sobre
las ventajas y limitaciones de la técnica de RMN para el analisis de alimentos (Laghi, Picone,
& Capozzi, 2014) (Marcone et al., 2013).

Por otra parte, esta herramienta de andlisis se ha utilizado en la evaluacion del deterioro
oxidativo de los aceites de pescado (Giese, Winkelmann, Rohn, & Fritsche, 2016),
igualmente se ha utilizado para determinar cuantitativamente la composicion de la cadena de
acidos grasos en productos de carne de cerdo (Siciliano et al., 2012) o en la discriminacién

de aceites vegetales (Popescu et al., 2015), para citar algunos casos.

2.2.3. En medicina y farmacia

La RMN es una herramienta analitica enormemente versatil que se puede aplicar a una amplia
gama de problemas biomédicos y farmacéuticos, esto debido a una serie de factores, entre
los que se pueden mencionar: i) su apreciable sensibilidad, ii) su capacidad de analizar tanto
in vitro como in vivo, iii) no es una herramienta selectiva (i.e. todos los compuestos de bajo
peso molecular en la muestra se detectan simultaneamente en una sola ejecucion), iv)
proporciona informacion estructural amplia y v) es una técnica cuantitativa (Simmler,
Napolitano, McAlpine, Chen, & Pauli, 2014) (Malet-Martino & Holzgrabe, 2011).

Debido a estas caracteristicas que se han realizado estudios en metabolomica, con énfasis en
la investigacion de trazadores enriquecidos con is6topos estables para determinar las rutas
bioquimicas y las redes de la bioquimica de nucleétidos (Lane & Fan, 2017); ademas, se ha
utilizado la herramienta para asegurar sustancias farmacolégicas puras, y conocer a fondo las
impurezas que acompafan a sus sustancias y productos farmacéuticos fabricados (Maggio,
Calvo, Vignaduzzo, & Kaufman, 2014).

Por otro lado, se ha utilizado la espectroscopia de RMN de campo alto para diferenciar

catinonas (i.e. sales de bafo) para identificacion forense (Krummel, Russell, Haase, Schelble,

& Tsai, 2015), para evaluar la variabilidad fenotipica metabdlica en la orina de los nifios
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(Maitre et al., 2017), para deteccion y perfilado de células tumorales circulantes (Castro et al.,

2014), y para estudiar la dindmica de enzimas (Palmer, 2015), entre otras aplicaciones.

2.2.4. En estudios de RMN a nivel de nanoescala

Un enfoque prometedor para la RMN aprovecha las mediciones Opticas de los “nitrogen-
vacancy colour centres in diamond”, facilitando una combinacion de sensibilidad de campo
magnético y resolucion espacial a escala nanométrica, mientras opera bajo condiciones
ambientales en un sistema robusto de estado sélido (Aslam et al., 2017) (DeVience et al.,
2015) (Loretz, Pezzagna, Meijer, & Degen, 2014).

Se han realizado estudios que permiten la exploracién de imégenes de la sonda de la
composicion quimica y la estructura molecular de muestras arbitrarias, generando un método
con aplicacion generalizada en la ciencia de materiales, incluso en muestras bioldgicas hasta
el nivel de macromoléculas individuales (Haberle, Schmid-Lorch, Reinhard, & Wrachtrup,
2015).

2.2.5. En analisis ambientales

Debido a la capacidad de la RMN para proporcionar informacién molecular en muestras que
tienen multiples fases y en muestras que han tenido poco o ningun pretratamiento (A. J.
Simpson, McNally, & Simpson, 2011), la técnica de RMN se ha utilizado en investigaciones
ambientales, especificamente, para la caracterizacioén de materia organica natural (Mao, Cao,
Olk, Chu, & Schmidt-Rohr, 2017), ademas se ha utilizado para la caracterizacion a escala
molecular de los componentes macromoleculares del suelo y la materia orgénica
sedimentaria (Zhong, Sleighter, Salmon, McKee, & Hatcher, 2010). Asi mismo, se han
realizado investigaciones para caracterizar los componentes quimicos organicos de la
descomposicion de los desechos de madera de diferentes regiones climaticas (Hishinuma,
Osono, Fukasawa, Azuma, & Takeda, 2015) e incluso para el estudios de la caracterizacion

y germinacion de semillas (Lam, 2014).
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Adicionalmente se ha realizado la caracterizacion de sustancias himicas que se forman a
partir de los residuos organicos mediante la accion de la actividad microbiana y analisis de
los contaminantes ambientales y sus productos de transformacién (Cardoza, Korir, Otto,
Wurrey, & Larive, 2004).

Un estudio ha determinado que la técnica de RMN puede utilizarse para muestras de materia
organica del suelo (permitiendo comprender la estructura de los agregados del suelo, los
procesos de humidificacién, la fertilidad y la estabilidad y, a su vez, pronosticar cémo
responde este reservorio de carbono al cambio climatico, la agricultura intensiva y el cambio
de uso de la tierra), materia organica disuelta (una de las mezclas méas complejas conocidas,
en donde la comprension de su estructura y funcion permite entender el ciclo global del
carbono, el transporte de contaminantes y la quimica oceanica en general) y materia organica
atmosférica (para comprender procesos como la formacion secundaria de aerosoles, la
formacion de la lluvia y las reacciones en la superficie, y para comprender las interfaces, la
estratificacion y la composicion de las particulas de aire in situ) (A. J. Simpson, Simpson, &
Soong, 2012), ademas tiene papel evaluacion de la materia prima para la produccion de
biocombustibles, en la elucidacion de propiedades estaticas y dinamicas de los minerales de
arcilla y sus reactividades quimicas, interacciones entre el suelo y el agua y mecanismos y
dinamicas de los contaminantes organicos e inorganicos en el medio ambiente con otras

biogeomoléculas y minerales (M. J. Simpson & Simpson, 2014).

La RMN permite seguir el destino de cada atomo de una molécula durante la bioconversion,
permite estudiar la eliminacion de nutriente biol6gicos y metales pesados como el 27Al, el
65Zn Yy el 113Cd. Ademas, la RMN se ha utilizado para ayudar a la ingenieria ambiental en el
estudio y la optimizacion del tratamiento de residuos sélidos y lodos y ofrece la posibilidad
de estudiar los procesos de la difusion y el flujo en los biorreactores (Lens & Hemminga,

1998), entre muchas mas aplicaciones.
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2.3.Fotosintesis

Considerando el interés de esta memoria en utilizar organismos fotosintéticos como fuente
de energia a partir del estudio de la quimica de espines (vide supra), resulta imprescindible
presentar la fotosintesis, cdmo funcionay qué organismos en los dominios biologicos poseen

la capacidad de llevar a cabo dicho proceso.

La fotosintesis es un proceso bioldgico dentro de un organismo, en el cual la energia solar es
capturada y, mediante una serie de procesos, es convertida en energia bioquimica para luego
almacenarla y utilizarla en multiples procesos celulares (Mirkovic etal., 2017) (Mahdi
Najafpour, Carpentier, & Allakhverdiev, 2015). En general, la fotosintesis se puede
representar de la siguiente forma (Yahia, Carrillo-Lépez, Malda-Barrera, Suzan-Azpiri, &
Queijeiro-Bolafios, 2019):

h
n CO, + n H,0 — (CH,0), + n 0,

El carbohidrato producido, (CH20)n, representa la materia prima esencial para la vida de los
organismos fotosintéticos, que junto con los nutrientes que extraen del suelo, permiten
cumplir los procesos quimicos y biolégicos que les permiten existir (Reinoso, Tordable, &

Grosso, s/f).

2.3.1. Longitudes de onda utilizadas en la fotosintesis

Como se mencion6 anteriormente, la luz utilizada para llevar a cabo el proceso fotosintético
es la emitida por el Sol. La biosfera (i.e. capa del planeta Tierra que comprende desde unos
10 km de altitud en la atmosfera hasta los fondos oceéanicos) recibe radiacion solar que va
desde los 290 nm hasta los 3000 nm de longitud de onda, aunque alrededor de un 45 % de la
energia esta agrupada entre los 380 nm y los 710 nm como se muestra en la figura 2.11
(Manrique, 2003). Esto puede visualizarse de mejor manera al recordar la ecuacion de Planck
(ecuacion 1.7), en la que se relacionan la energia con las frecuencias y las longitudes de onda.

Dicha ecuacion puede expresarse de la siguiente manera:

36



AE = hv = — (L.7)

donde h es la constante de Planck, v es frecuenciay A la longitud de onda.
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Figura 2.11. Distribucion energética del conjunto de las ondas electromagnéticas conocido

como Espectro Electromagnético.

La radiacion llega a la tierra en paquetes de energia conocidos como fotones (Zwinkels,
2015), los cuales tienen una energia inversamente proporcional a su longitud de onda, es
decir, los fotones con longitud de onda corta tienen mucha energia y los fotones con longitud
de onda larga tienen baja energia (Reinoso et al., s/f).

Por lo general, solo se utiliza un rango estrecho del espectro solar para la fotosintesis debido
a las propiedades de los pigmentos fotosintéticos, los cuales se especializan en la absorcion
de longitudes de onda dentro del rango de luz visible del espectro (Nowicka, Ciura,
Szymanska, & Kruk, 2018).

2.3.2. Pigmentos fotosintéticos
La energia luminica es absorbida por los pigmentos, sustancias que absorben longitudes de

onda especificas de luz. Los principales pigmentos fotosintéticos son la clorofila, que absorbe
la luz violeta (380-435 nm), azul (435-500 nm) y roja (625-740 nm) y refleja la verde (520-
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565 nm), las ficocianinas (presentes s6lo en algas y cianobacterias) y los carotenoides, los
cuales absorben la luz azul (435-500 nm) y verde (520-565 nm) y reflejan amarilla (565-590
nm), anaranjada (590-625) o roja (625-740 nm) (Mirkovic et al., 2017).

La clorofila (Chl) es una molécula formada por un anillo de porfirina, que tiene como funcion
absorber la luz, y una larga cadena de fitol, que mantiene a la clorofila unida al interior de la
membrana fotosintética. De este pigmento se encuentran distintas clases que difieren entre si
por los grupos laterales unidos al anillo de porfirina. La Chl A (ver figura 2.12) esta presente
en todos los organismos fotosintéticos productores de oxigeno, pero esta ausente en las
sulfobacterias (i.e. bacterias parpuras fotosintéticas que requieren niveles de oxigeno
menores a los que hay en la atmésfera, no usan H20 como agente reductor, por lo que no
producen oxigeno, en su lugar usa acido sulfhidrico que produce granulos de acido sulfarico).
Ademas de la Chl A, en todas las plantas y en las algas verdes, se encuentra la Chl B y en
algas pardas, diatomeas (i.e. grupo de algas unicelulares) y ciertos protozoarios (i.e.
microorganismos unicelulares primitivos de ambientes humedos o acuaticos) se puede

encontrar la Chl C. (Reinoso et al., s/f).

X=CH3 - Clorofila a

HiC

X=CHO - Clorofila b CH,

CHj

Figura 2.12. Molécula Chl A 'y B, pigmento principal en el proceso fotosintético.

Los carotenoides (ver figura 2.13) son indispensable debido a sus funciones como pigmentos
accesorios en la captacion de energia luminica, que luego transfieren a las Chl, y como
moléculas capaces de disipar la energia de excitacion excedente, en forma de calor, con el
fin de evitar posibles dafios en la planta (Reinoso et al., s/f) y en la desintoxicacion de las

formas reactivas del oxigeno que se forman durante la fotosintesis (Manrique, 2003).
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Figura 2.13. Molécula de  caroneto, pigmento accesorio en la captacién de energia

luminica y disipador de energia excedente.

2.3.3. Lugar de desarrollo de la fotosintesis
El proceso de fotosintesis se lleva a cabo en las organelas Ilamadas cloroplastos (ver figura
2.14). Esta estructura contiene todos los pigmentos y en la mayoria de los organismos lleva

a cabo todas las fases principales del proceso fotosintético (Wayne, 2019).

granulos de almid én

envoltorio

tilacoides

lum en

CLOROPLASTO estroma

Figura 2.14. Microscopia electrénica de un cloroplasto y sus componentes principales.

Dentro del cloroplasto se encuentra un amplio sistema de membranas conocidas como
tilacoides. Estos se pueden encontrar apilados en conjuntos conocidos como grana (Zamora
Silva, 2017), en donde se encuentran los pigmentos, por lo que estas membranas tilacoides
son los sitios donde se absorbe la luz y se desatan las primeras reacciones de la fotosintesis

(Ledn & Guevara-Garcia, 2007). Adicionalmente, los cloroplastos tienen un interior acuoso
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conocido como estroma, que permite las reacciones fijacion del carbono (i.e. Ciclo de Calvin)

en forma de productos que pueden usarse para otros procesos celulares mas tarde (Vigo, s/f).

En los organismos fotosintéticos procariotas mas primitivos, las primeras etapas de la
fotosintesis se llevan a cabo en las membranas especializadas de la membrana plasmatica de
la célulayy las reacciones del metabolismo del carbono se dan en el citoplasma celular (Pérez-
Urria Carril, 2009).

2.3.4. Fases de la fotosintesis

La fotosintesis se lleva a cabo en dos etapas: una serie de reacciones que dependen de la luz
y otra serie de reacciones que son independientes de la luz (Yahia et al., 2019). Cada reaccion
se lleva a cabo en un lugar distinto del cloroplasto, pero ambas etapas se acoplan mediante
moléculas portadoras de energia (Reinoso et al., s/f). Por el alcance que se esta desarrollando
dentro de esta memoria, solamente se discutiran las reacciones dependientes de la luz y, por

ende, de los fotosistemas en donde se llevan a cabo estas reacciones.

2.3.5. Fotosistemas

Un fotosistema se trata de un complejo pigmento-proteina impulsado por la luz y localizado
en la membrana tilacoide, el cual esta formado por un centro de reaccion (CR) y un complejo
antena, como se observa en la figura 2.15 (Mamedov, Govindjee, Nadtochenko, & Semenov,
2015). En las plantas superiores (i.e. planta con érganos diferenciados y con tejidos
especializados para realizar el proceso de fotosintesis y la conduccién de savia y de agua) se
presentan dos fotosistemas llamados fotosistema | (FI) y fotosistema 11 (FII) (Kruger,

Novoderezhkin, Romero, & van Grondelle, 2014).

2.3.5.1. Complejo antena

Los pigmentos fotosintéticos, como la Chl A, la Chl B y los carotenoides, son moléculas que

absorben la luz (Yahia etal., 2019) y se encuentran en la membrana tilacoide (Sanchez
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Barajas, 2016). Estos pigmentos estan organizados junto con proteinas en complejos

Ilamados complejos antena (Kruger et al., 2014).

Cuando un pigmento del complejo antena absorbe un foton, uno de sus electrones se eleva a
un orbital de mayor energia (Herek & Mabhi, 2005) y se transfiere energia a un pigmento
vecino a traves de interacciones electromagnéticas (i.e. reacciones redox). El pigmento
Vecino, a su vez, puede transferir energia a uno de sus vecinos y asi sucesivamente (Sanchez
Barajas, 2016).

En conjunto, las moléculas de pigmento aumentan la cantidad de energia que se puede
absorber en comparacion con un solo pigmento (McConnell, Li, & Brudvig, 2010) y la
transportan hacia la parte central del fotosistema Ilamada centro de reaccion (CR) (Cogdell,
Gardiner, Yukihira, & Hashimoto, 2018) (McConnell et al., 2010).

El CR de un fotosistema contiene un unico par de moléculas de Chl A, que suele denominarse
par especial. Una vez que se aumenta el nivel de energia en el par especial, ya no pasara a
otros pigmentos mediante la transferencia de energia por resonancia, sino que el par especial
perdera un electron al excitarse y este pasara a otra molécula llamada aceptor primario de
electrones (Khan, s/f). Con esta transferencia, el electron comenzara su recorrido por una

cadena de transporte de electrones (Herek & Mahi, 2005).

En realidad, el complejo antena no realiza ninguna reaccion quimica, sino que se encarga de
recolectar y transportar la energia, por lo que es mas importante centrarse en el estudio del
CR.
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Centro de reaccion

Figura 2.15. Esquema simplificado del complejo pigmento-proteina, conocido como

fotosistema, formado por el CR y el complejo antena (Fuente: Propia).

2.3.5.2.  Centro de reaccion

El CR contiene un dimero (i.e. molécula compuesta por dos unidades similares) especial de
pigmentos, el cual es el principal donante de electrones para la cadena de transporte de los
mismos (Gelzinis, Abramavicius, Ogilvie, & Valkunas, 2017). Estos pigmentos son
quimicamente idénticos a las Chl que se encuentran en el complejo antena, pero su entorno
en la proteina del CR les atribuye propiedades especiales. El ultimo paso en el sistema de
antena es la transferencia de energia a este dimero, creando un dimero excitado

electronicamente (Blankenship, 2002).

En todos los CR de organismos fotosintéticos se realiza un proceso basico, el cual se
desarrolla de la siguiente manera: un pigmento similar a la Chl (P) se promueve a un estado
electronico excitado (P+) (Blankenship, 2002), ya sea por absorcién directa de fotones o por
transferencia de energia desde el complejo antena (McConnell et al., 2010). El P+ es una
especie reductora extremadamente fuerte, por lo que dona rapidamente un electrén a una
molécula aceptora de electrones cercana (quinona) (Qa) (ver figura 2.16), generando un
estado de par ionico P.+Qa.- (Prakash et al., 2007). Esta separacion de cargas es la reaccion
primaria de la fotosintesis (Gisriel et al., 2017). En este momento puede pasar que el electron

simplemente se transfiere de nuevo a P.+ desde Qa-- y la energia se convierte en calor y se
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pierde y esto es posible porque ambas especies, P-+ altamente oxidante y Qa-- altamente

reductora, estan fisicamente una al lado de la otra (Blankenship, 2002).

H]C/ =
| Intermedio semiquinona
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(Q ubiguinona) @QH) (QH, ubiquinol)

Figura 2.16. Estados de oxidacién de la quinona, molécula aceptora de electrones (Berg,

Tymoczko, & Stryer, 2007).

El sistema evita estas pérdidas por recombinacién mediante una serie de reacciones

secundarias extremadamente rapidas (nanosegundos) que separan espacialmente las cargas

positivas de las negativas (Blankenship, 2002). Luego, los procesos mas lentos pueden

apropiarse y estabilizar el almacenamiento de energia y convertirlo en formas méas sencillas

de utilizar (Blankenship, 2002).
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Figura 2.17. Estructura 3D del CR fotosintético del FII (Mamedov et al., 2015).

Como se puede observar en la figura 2.17, el CR del FIl cuenta con dos ramas, la rama D1
(cuadro de color azul) y la rama D2 (cuadro de color anaranjado), pero la transferencia de
electrones en FIlI se da solamente a lo largo de la rama D1 (a pesar de tener cofactores
idénticos a lo largo de la rama D2) para la formacion de P680.+Phe.- (ya que la feofitina es el
primer aceptor de electrones en el Fll) y luego P680.+QA.- (Mamedov et al., 2015) (Gruszecki
& Wardak, 2003). La preferencia por la rama D1 sobre la D2 puede deberse al entorno
proteico alrededor de los cofactores, que puede alterar sus potenciales redox, lo que hace que
latransferencia de electrones a esos cofactores sea favorable para D1 (Mamedov et al., 2015),

aunque esta asimetria sigue siendo estudiada.
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Figura 2.18. Estructura 3D del CR fotosintético del FI (Mamedov et al., 2015).
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Como se observa en la figura 2.18, la cadena de transferencia de electrones del FI consiste
en pasar de P700 (ChI1A/ChI1B) al aceptor primerio de electrones Ao (ChI2A/ChI3A y
ChI2B/ChI3B), luego a A1 (moléculas de filoquinona designadas Aia y Aig) y finalmente a
los grupos de hierro-azufre Fx, Fa y Fs. Adicionalmente, se sabe que la transferencia de
electrones en FI se produce a través de ambas ramas de los cofactores redox desde P700 hasta
Fx (Mamedov et al., 2015).

2.3.6. Diferencias entre los fotosistemas | y |1

En el FI las moléculas de Chl A del CR, es decir, el par especial, son conocidas como P700
en donde P proviene de pigmento y 700 hace referencia al pico de absorcion éptimo en
700 nm. En el FII las moléculas de clorofila A del CR son conocidas como P680 en donde
680 indica el pico de absorcion 6ptimo en 680 nm (Zamora Silva, 2017) (Pribil & Leister,
2017).

Por otra parte, el par especial de cada fotosistema transfiere electrones a un aceptor primario
diferente. El aceptor primario de electrones del FIl es la feofitina (Phe), una molécula
organica que se asemeja a la Chl, mientras que el aceptor primario de electrones del Fl es
una Chl llamada Ao (Khan, s/f) y ademas una vez perdido un electrén, cada fotosistema se
abastece con electrones de una fuente distinta: el CR del FIl obtiene electrones del H20,
mientras que el CR del FI se abastece con los electrones que fluyen hacia abajo de una cadena

de transporte de electrones del FII (ver figura 2.19) (Krewald, Retegan, & Pantazis, 2015).
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Figura 2.19. Diagramas del FI y del FII de un organismo fotosintético (Khan, s/f).

2.3.7. Reacciones dependientes de la luz

Estas reacciones son un proceso en el cual se toman electrones del H20 que pasan a través
del FlIl y el FI hasta terminar en NADPH. Este proceso requiere que se absorba luz, una vez
en cada fotosistema, y finalmente se crea ATP a partir de ADP (ver figura 2.20) (Zamora

Silva, 2017) (Kalyanasundaram & Graetzel, 2010). Este proceso se resume a continuacion:

Uno de los pigmentos del FII absorbe la energia de los fotones, esta pasa de un pigmento a
otro hasta llegar al CR. Aqui la energia se transfiere al P680 y se impulsa a un electrén a un
nivel de energia superior, este electron pasa a una molécula aceptora y es reemplazado por
un electron del H20 (Khan, s/f). Esta division del H20 libera oxigeno e iones H+ (Krewald
et al., 2015). A continuacidn, el electron de alta energia recorre una cadena de transporte de
electrones, perdiendo energia a medida que avanza y utilizandola para bombardear iones H+
del estroma hacia el lumen tilacoidal y formar un gradiente (los iones H+ de la division del
H20 también se incorporan al gradiente). A medida que los iones H+ fluyen de nuevo hacia
el estroma, pasan a través del complejo ATP sintasa, que estimula la produccion de ATP

(Leegood, 2013) en un proceso conocido como quimiosmosis (Krewald et al., 2015).

El electron llega al FI y se une al par especial de Chl P700 en el CR (EI-Khouly, EI-

Mohsnawy, & Fukuzumi, 2017). Cuando los pigmentos absorben la energia y esta llega al
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CR, el electron en P700 es impulsado a un nivel mucho mas alto de energia y se transfiere a
una molécula aceptora. El electron que falta del par especial es reemplazado por un nuevo
electron proveniente del FIlI (Khan, s/f). Este electron de alta energia recorre la cadena de
transporte de electrones para finalmente pasar al NADP+, junto con un segundo electrén, para
formar NADPH (Khan, s/f).

El objetivo principal de estos pasos es convertir la energia luminosa en energia quimica en
forma de ATP y NADPH, los cuales se utilizan para formar azucares en el ciclo de Calvin
(Khan, s/f).
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Figura 2.20. Diagrama de las reacciones dependientes de la luz en el proceso fotosintético
(Khan, s/f).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Entrevistas a expertos

Debido a la falta de informacion referente al uso de la RMN en organismos fotosintéticos, y
la teoria de espines asociada, las cuales son escasas en la literatura, se realizaron entrevistas
no estructuradas a expertos en el tema y visitas a un equipo de Resonancia Magnética Nuclear
del Instituto de Quimica Analitica de la Facultad de Quimica y Mineralogia de la Universidad
de Leipzig, Alemania. Los expertos entrevistados fueron: Prof. Dr. J6rg Matysik, Prof. Dr.
Chen Song, Dr. Pavlo Bielytskyi, M.Sc. Lisa Koéhler, M.Sc. Patrick Kurle y M.Sc. YongHong
Ding. El objetivo de estas entrevistas no estructuradas fue el de conocer mas sobre el
funcionamiento del equipo de RMN en estado sélido, los principios de la técnica y sus

aplicaciones, particularmente en organismos fotosintéticos.

3.2.Revision de la literatura

La revision bibliografica realizada se centrd en fuentes primarias y secundarias. La misma se
centré en varios topicos: RMN (tanto en estado liquido como solido), principios de la
fotosintesis, el papel de los espines en la fotosintesis, hiperpolarizacion (especificamente la
técnica photo-CIDNP), asi como estudios y aplicaciones en las que se hayan implementado
organismos fotosintéticos para la extraccion de energia u otros productos (principalmente la

fotosintesis artificial).

La informacion obtenida proviene principalmente de libros, articulos cientificos, entrevistas

con expertos, trabajos universitarios, revistas cientificas y diferentes bases de datos.
3.3.Andlisis de datos cualitativos
Toda la informacién recolectada se examin0, organizé y sintetizd para realizar filtros

tematicos, con los cuales poder realizar un analisis multidisciplinar del estado del arte. A

partir de analisis espectrales (con ayuda de las entrevistas y la observacion durante
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mediciones de RMN), y de una seleccién de proyectos vigentes, se propusieron las

conclusiones y recomendaciones del caso bajo estudio.
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4. DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1.Espines en la fotosintesis

Durante mucho tiempo el estudio de la fotosintesis se ha centrado en el anélisis del transporte
de electrones (TE) y se ha pensado que los espines no desempefian un papel significativo en
el proceso fotosintético. En realidad el TE resulta en una transferencia de carga y de espin
(Cespedes-Camacho & Matysik, 2014), por lo que es necesario su estudio para entender la

conversion de la energia en la fotosintesis.

El paso inicial en el TE se produce en los CR en unos pocos picosegundos entre el donador
de electrones primario BChl (en el caso de Rhodobacter (R.) sphaeroides se trata de una
bacterioclorofila conocida como par especial) y el primer aceptor de electrones BPhe, (en el
caso de R. sphaeroides se trata de una bacteriofeofitina con un monémero de bacterioclorofila

accesorio), continuando a través de las dos quinonas Qa y Qs (Schulten et al., 2002).

Esta fotorreaccion en el CR de R. sphaeroides (vide infra) puede expresarse como:

h
BChl BPhe Q, Q5 — BChl* BPhe'™ Q, Qg — BChl™* BPhe Q,~ Qp — BChl'™* BPhe Q4 Qg™

En plantas superiores se requiere de dos complejos de proteina fotosintética, mencionados

anteriormente, Fl y FII, que operan en serie.

En el TE durante la fotosintesis, las reacciones se producen a partir del estado singulete
excitado (S = 0) en el orden de los picosegundos (relacionado con la alta eficiencia de la
reaccion primaria). Sin embargo, si se bloquea la reaccion (debido a un exceso de electrones),
la fotoexcitacién (i.e. excitacion producida por luz) forma moléculas de Chl'y BChl en sus
estados tripletes (S = 1), lo que representa un peligro para los fotosistemas porque
reaccionan con el oxigeno molecular creando oxigeno singulete, una especie
extremadamente reactiva que puede dafiar la proteina; por lo que se debe evitar la formacion

de estados tripletes de Chl en todos los fotosistemas, que es en realidad lo que sucede
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naturalmente. Para evitar la formacion de ese oxigeno singulete, existen dos pasos de la
reaccion que son altamente optimizados y rapidos: (1) la transferencia de energia singulete
en el complejo antena y (2) la separacion de carga en el CR. Adicionalmente, existe una
proteccion natural adjudicada a los carotenoides cerca de las moléculas de Chl que permiten
la transferencia eficiente de la energia del triplete de las Chl a los carotenoides (vide sufra),
ya que estos estados triplete de carotenoides se desintegran al estado basal singulete por
disipacion de energia (ver figura 4.1) (Céspedes-Camacho & Matysik, 2014) (McConnell
etal., 2010).

By By B, B,
* 4 . .

Singulete Triplete

Figura 4.1. Modelo vectorial de los estados de espin (Céspedes-Camacho & Matysik,
2014).

Para entender mejor como el espin juega un papel importante en el proceso fotosintético se
puede estudiar el mecanismo conocido como Radical-Pair Mechanism (RPM), como se
muestra en figura 4.2. Segun el Prof. Matysik (Universidad de Leipzig), dicho mecanismo
explica que cuando se tiene un pigmento (1P), el cual se encuentra en estado singulete, es
decir, los electrones del orbital estan apareados T!, y es bombardeado con un fotdn, este se
excita electronicamente a 1P*, es decir un estado singulete excitado en el que un electrén de
un orbital se va a otro orbital de mayor energia, pero sin cambiar su direccion. A
continuacion, lo que puede pasar es que 1P*, tiene suficiente tiempo para cambiar su
estructura electronica y pasar a un estado triplete sP (110 ||), en un proceso denominado

Intersystem Crossing (ISC). Dicho estado triplete puede vivir bastante tiempo ya que no
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puede volver al estado singulete debido a que la recombinacion es prohibida por el principio

de exclusidn de Pauli.

SPIN-
1pe CORRELATED
% RADICAL
¢ - PAIR
P+D (P~ +D+] ‘[P~ +D"]
hv
o> %
P S
CO‘A o
A% @
1p

P~ D+
Figura 4.2. Esquema simplificado del Radical-Pair Mechanism (RPM), util para

comprender el proceso fotosintético (Fuente: Matysik, J.).

Ahora bien, si 3P es reactivo, ya que tiene espacio vacio en el orbital en que un electrén subid
a otro orbital, este atrae electrones y si se tiene una molécula donadora de electrones (D), lo
que puede pasar es que se dé una transferencia de electrones y se genere un Spin-Correlated
Radical-Pair, es decir, un par radical triplete 3[P"~ + D"*], donde P-- es un radical anion y
D-+ es un radical cation, y este, bajo ciertas circunstancias, puede formar un par radical
singulete 1[P"~ + D'*]; esto pasa debido a la velocidad a la que se mueven ambas moléculas,
es decir, si ambas se movieran a la misma velocidad siempre se tendria un estado triplete.
Ahora bien, 1[P'~ + D'*] tiene permitido la recombinacién, pero no asi s[P"~ + D'*], el cual
solo puede separarse en P-- y D.+ y participar en otros procesos o incluso pueden volver a
recombinarse, proceso que se conoce como Escape Reaction. Dependiendo de las

condiciones, incluso 1[P'~ + D'*] puede realizar Escape Reaction.
Segun el Prof. Matysik indica, que suceda todo esto es atipico ya que, al pensar en un proceso

quimico normal, solo se necesita de la energia suficiente para convertir ciertos reactivos en

los productos correspondientes. En este punto puede llegarse a pensar que la quimica de
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espines no juega un papel importante, ya que las energias de espin (J/mol) no son tan grandes
comparadas con las energias de reaccion (kJ/mol), pero la misma se lleva a cabo méas por un

factor cinético que por un factor termodinamico.

Es decir, la termodinamica diria que la recombinacién en s[P'~ 4+ D"*] deberia pasar, ya que
3[P~ + D'*]y1[P~ + D*]tienen casi la misma energia, pero la recombinacién es prohibida
para el estado triplete. Es asi como finalmente, las pequefias energias de espin pueden decidir

el futuro quimico de una reaccion.

4.2 Hiperpolarizacion: Efecto photo-CIDNP

La RMN es capaz de facilitar un alto contenido de informacidn, pero cuenta con la desventaja
de tener una baja sensibilidad inherente (entre otros factores) en comparacion con otras
técnicas analiticas estandar, como la espectrometria de masas, y esto se debe a que la sefial
en un experimento de RMN se origina gracias a un desequilibrio de la poblacién a través de
un conjunto de estados de espin nuclear (vide supra) pero, la sefial de RMN puede ampliarse
significativamente aumentando la polarizacion nuclear més all& de la dictada por Boltzmann
en el campo de deteccién (una amplificacion menor se puede obtener aumentando Bo 0
disminuyendo la temperatura, pero la misma no es tan considerable), mediante procesos

conocidos como de hiperpolarizacion (Halse, 2016).

Existen diferentes métodos para lograr la hiperpolarizacién, aunque en esta memoria se
desarrollara mas en detalle la conocida como Photochemically induced dynamic nuclear
polarization (photo-CIDNP), debido a su aplicabilidad y utilidad en estudios de organismos

fotosintéticos.

Photo-CIDNP es un efecto que produce una polarizacion nuclear de espin “anti Boltzmann”
que puede observarse en un espectro de RMN como sefiales absortivas (positivas) o emisivas
(negativas). El efecto photo-CIDNP se produce durante una reaccién quimica (Wang,
Thamarath, Alia, Bode, & Matysik, 2016) al iluminar la muestra con una fuente de luz (Paul,
Bode, Matysik, & Alia, 2015).
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A partir de los datos mostrados en la figura 4.3, donde se midieron los espectros de 13C MAS
RMN del CR de la bacteria R. sphaeroides WT (i.e. tipo natural) y R26 (i.e. mutante sin
carotenoides) en la oscuridad y bajo iluminacion, respectivamente (Wang et al., 2016), es

posible visualizar la importancia del efecto photo-CIDNP.

aaaal aal o s La aa o s o s Ad A A A A
300 250 200 150 100 50 0 -50
*C chemical shift

Figura 4.3. Espectros de 13C MAS RMN del CR con agotamiento de quinona de R.
sphaeroides WT (A1, A2) y del mutante R26 sin carotenoides (B1, B2) en la oscuridad
(A1, B1) y bajo iluminacion continua con luz blanca (A2, B2) a 4.7 T (Wang et al., 2016).

En el espectro obtenido en la oscuridad (A1, B1), aparecen las resonancias esperadas de la
proteina pero al iluminar la muestra con luz blanca continua (ver figura 4.4), generada a partir
de una lampara de Xe, (A2, B2), se muestran varias sefiales fuertes inducidas por la luz,
generadas debido al efecto photo-CIDNP de estado sélido (Wang et al., 2016).
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Figura 4.4. Fotografia de la fibra ptima para iluminacion de la muestra dentro de la sonda.

Del lado derecho también se puede observar el &ngulo magico (Fuente: Propia).

Es importante considerar que el efecto photo-CIDNP depende de la magnitud del campo
magnético y, aparentemente, es posible que la dependencia del campo magnético del efecto
también se deba a la diferencia entre los CR tipo | y tipo Il, por lo que no se puede determinar
si un campo magnético mas bajo podria ser indicativo de una mejoraria mayor a la sefial de
todos los CR de los organismo fotosintéticos (Najdanova, Janssen, de Groot, Matysik, &
Alia, 2015). Estudios recientes han reportado que el campo magnético terrestre (~50 uT)
podria ser utilizado, pero, aunque se han realizado experimentos para disminuir los campos
magnéticos, esta disminucion no es sencilla de lograr. Actualmente, se ha observado el efecto
photo-CIDNP en unidades de mT mediante un equipo llamado “Shuttle system” (Gréasing
etal.,, 2017) (Barnes & Greenebaum, 2015) (Jeschke, Anger, Bode, & Matysik, 2011)
(Mohori¢ & Stepisnik, 2009). Dicho resultado, y la observacion del efecto photo-CIDNP en
1H, permite acercar la quimica de espines a condiciones fotosintéticas naturales (Bielytskyi,
Grasing, Zahn, Alia, & Matysik, 2019) (Bielytskyi, Grasing, Zahn, Mote, et al., 2019).
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4.1.1. Experimentos de RMN con photo-CIDNP en estado sélido

A continuacién, y con el fin de demostrar la versatilidad de esta técnica de hiperpolarizacion
y su papel en los procesos energéticos inherentes a la fotosintesis, se mencionaran algunos
organismos fotosintéticos a los que se les han realizado experimentos con photo-CIDNP en

estado solido.

4.1.1.1. Experimentos de RMN con photo-CIDNP en estado sélido en
Rhodobacter sphaeroides WT y R26

El CR de la bacteria parpura R. sphaeroides ha sido estudiado debido a que, aunque el arreglo
de cofactores es altamente simétrico, la transferencia de electrones, como se vio
anteriormente, ocurre solamente a lo largo de una de las dos ramas (ver figuras 4.5y 4.6)
(Bielytskyi, Grasing, Zahn, Alia, et al., 2019) (Thamarath, Bode, et al., 2012) (Daviso et al.,
2010) (Prakash et al., 2007) (Prakash et al., 2006) (Prakash et al., 2005).
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Figura 4.5. Espectros de 13C MAS RMN del CR con agotamiento de quinona de R.
sphaeroides WT en la oscuridad (negro) y bajo iluminacion (rojo) a 17.6 T (A), 9.4 T (B),
47T (C)y 24T (D)a235K Yy bajo una frecuencia de MAS de 8 kHz y desacoplamiento

de 1H (Thamarath, Bode, et al., 2012).
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Figura 4.6. Espectros de 13C MAS RMN del CR con agotamiento de quinona de R.
sphaeroides R26 en la oscuridad (negro) y bajo iluminacion (rojo) a17.6 T (A), 9.4 T (B),
47T (C)y24T(D)a235KYy bajo una frecuencia de MAS de 8 kHz y desacoplamiento
de 1H (Thamarath, Bode, et al., 2012).

En las figuras 4.5 y 4.6 se pueden observar los espectros de 13C MAS RMN del
CR de la bacteria parpura R. sphaeroides WT y R26, respectivamente. En el caso de los
espectros en color negro, estos se obtuvieron en la oscuridad, es decir, sin utilizar photo-
CIDNP y en el caso de los espectros en color rojo se puede observar, para la misma muestra,
el efecto en las sefiales al utilizar photo-CIDNP, es decir, bajo la influencia de la iluminacion.
Claramente, al comparar los espectros negros con los rojos se observa un enhancement de la
sefial, debido a que se supera la baja sensibilidad intrinseca y la no selectividad de la
espectroscopia de RMN mediante la induccién fotoquimica de la poblacion “anti Boltzmann”
en los estados de espin nuclear, lo cual permite una lectura mas sencilla de los mismos. Los
cuatro espectros (A, B, C y D) se diferencian en el campo magnético externo al que la muestra
fue expuesta. En el espectro A, la muestra fue expuestaa 17.6 T, en el B fue expuesta a 9.4
T, C fue expuesta a 4.7 T y D fue expuesta a 2.4 T. Observando los diferentes campos
magnéticos también se puede observar la influencia del mismo en el espectro final, para el
caso de los espectros de la muestra en oscuridad se puede observar un enhancement de la
sefial a mayor campo magnético y al contrario, en la muestra bajo efecto de la iluminacion,

se puede observar un enhancement de la sefial a menor campo magnético. Por otro lado, se
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puede observar que, en los picos mas intensos del espectro, existe una mayor densidad

electrénica que se manifiesta ain mas al iluminar la muestra.

Los espectros de la figura 4.5 y la figura 4.6 se diferencian en que en la figura 4.5 el CR se
obtuvo de una R. sphaeroides WT y en la figura 4.6 se obtuvo de un R. sphaeroides R26. La
R. sphaeroides WT es la bacteria que se encuentra de forma natural y la R. sphaeroides R26
es una bacteria mutante sin carotenoides, esto es asi debido a que la vida util de un pigmento
en estado triplete depende de los canales de relajacion proporcionados por el entorno, por lo
que su vida es corta en un CR WT, ya que tiene carotenoides cercanos, y significativamente

maés largo en el mutante sin carotenoides R26.

4.1.1.2. Experimentos de RMN con photo-CIDNP en estado sélido en otras

bacterias

También se han estudiado CR de otras bacterias fotosintéticas como Rhodopseudomonas
(Rps.) acidophila, Chlorobium (C.) tepidum y Heliobacillus (Hb.) mobilis (ver figura 4.7 y
4.8) (Thamarath, Alia, et al., 2012) (Roy et al., 2008) (Diller, Alia, Gast, Jeschke, & Matysik,
2008) (Roy et al., 2007).
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Figura 4.7. Espectros de 13C MAS RMN de fragmentos de membrana de Hb. mobilis en la
oscuridad (a) y bajo iluminacion continua (b) a17.6 T (A),9.4T (B)y 4.7 T (C) y bajo una
frecuencia de MAS de 8 kHz (Roy et al., 2008).
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En la figura 4.7 se puede ver el espectro de 13C MAS RMN de fragmentos de membrana de
Hb. mobilis, en la imagen a se puede apreciar el espectro en la oscuridad bajo la influencia
de distintos campos magnéticos, en el caso de A, el campo magnético es de 17.6 T, en B, el
campo magnético es de 9.4 Ty en C es de 4.7 T. Aqui se observa una sefial mas intensa en
el caso de A, es decir, bajo un campo magnético mas alto. Al contrario, en la imagen b, la
muestra se encuentra bajo iluminacién continua, en este caso se puede evaluar como el efecto
photo-CIDNP mejora las sefiales del espectro sin importar el campo magnético. Ahora bien,
en esta muestra se puede observar que el espectro mas claro de leer debido a la intensidad de

sus sefiales es C, es decir, el que se encuentra a un menor campo magnético.
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Figura 4.8. Espectros de 13C MAS RMN de células enteras Hb. mobilis Braunstoff en la
oscuridad (A) y bajo iluminacion (B) y de Hb. mobilis Griinstoff en la oscuridad (C) y bajo
iluminacion (D) a 4.7 Ty 235 K (Thamarath, Alia, et al., 2012).

En la figura 4.8 se puede ver el espectro de 13C MAS RMN de células enteras de Hb. mobilis
Braunstoff y Hb. mobilis Grinstoff, en el caso de los espectros A y C estos muestran las
sefiales de la muestra sin ninguna iluminacion y en el caso de los espectros B y D, se puede

ver el efecto de la iluminacion con luz blanca proveniente de una lampara de xenon.

La diferencia entre Hb. mobilis Braunstoff y Hb. mobilis Grinstoff radica en que Braunstoff

(en aleman, sustancia café) es un cultivo conservado anaerébicamente y después de ser
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expuesto al oxigeno se convierte en Grinstoff (en aleman, sustancia verde) (Thamarath, Alia,
etal., 2012).

4.1.1.3. Experimentos de RMN con photo-CIDNP en estado sélidoen

fotosistemas de plantas

En plantas superiores y algas, la fotosintesis se lleva a cabo en dos fotosistemas, Fl 'y Fll, los
cuales también han sido analizados y estudiados bajo el efecto photo-CIDNP (ver figura 4.9
y 4.10) (Diller et al., 2007) (Alia et al., 2004).
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Figura 4.9. Espectros de 1sN MAS RMN del FI y FII de Spinacia oleracea. Se obtuvieron
espectros del FI (A, oscuro; B, bajo iluminacion) a 9,6 T y los espectros del FIl (C, oscuro;
D, bajo iluminacion) a 4,7 T (Diller et al., 2007).

En la figura 4.9 se pueden ver los espectros de 1sN MAS RMN del Fl y el FIl. En los espectros
Ay C se observan las sefiales para el FI y Fll, respectivamente, obtenidos en la oscuridad y
en el caso de los espectros B y D se observan las mismas muestras, respectivamente, bajo
iluminacion. Para el espectro B del FI, hay un mejoramiento significativo en las sefiales cerca
de 200 ppm asociada al Nitrégeno N-11 (asignado a una Chl). En el caso del espectro D, para
FIl, las sefiales mas intensas se obtienen a 250 ppm y 300 ppm, y pueden asociarse al pirrol
del Nitrogeno N-1V (asignado a una Chl) y al Nitrdgeno N-I1V (asignado al aceptor primario

de electrones Phe), respectivamente, como se observa en la figura 4.10.
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Figura 4.10. Patrones de densidad de espin de los electrones basados en las intensidades del
15N photo-CIDNP. Se pueden observar los patrones de densidad de espin de los cofactores
donantes de FI (A) y FII (B). El tamafio de los circulos es proporcional a la intensidad

relativa de la sefial (Diller et al., 2007).

Gracias a la pequefia division de Zeeman que resulta al aplicar Bo y la desfavorable
distribucion de Boltzmann, la RMN cuenta con una baja sensibilidad intrinseca pero, al
analizar estos espectros de RMN en estado solido bajo los efectos photo-CIDNP se demuestra
que al aplicar iluminacion en las muestras fotosintéticas aparecen sefiales mucho mas
especificas y es que, el efecto photo-CIDNP en estado solido supera estas limitaciones
mediante la induccion fotoquimica de estados de espin nuclear “anti Boltzmann”,
permitiendo un estudio mas minucioso de las muestras fotosintéticas (Matysik, Diller, Roy,
& Alia, 2009).
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El importante aumento (enhancement) de la sefial debido al efecto photo-CIDNP en estado
s6lido permite un analisis detallado de la estructura electronica de los cofactores activos; los
desplazamientos quimicos de la RMN estan relacionados con la estructura electrénica del
estado electrénico basal después del foto-ciclo, y las intensidades del efecto estan
relacionadas con las densidades locales de los espines de los electrones. Por lo tanto, la RMN
del efecto photo-CIDNP en estado solido, permite la investigacion, tanto del estado

electronico basal como del estado de par radical (Matysik et al., 2009).

Como se observa en la figura 4.11, el efecto photo-CIDNP se ha utilizado en muestras de
organismos pertenecientes a diferentes grupos dentro del arbol filogenético de la vida como
lo son las cianobacterias (e.g., Synechocystis (Janssen et al., 2010)), batericas parpuras (e.g.,
R. sphaeroides WT y R26 y Rps. acidophila), bacterias verdes del azufre (e.g., C. tepidum),
gram positivas (e.g., Hb. mobilis) y plantas (e.g., Spinacia oleracea, conocida comdnmente
como espinaca, y Spirodela oligorrhiza, conocida como “duckweed ” (Janssen et al., 2018),

tanto en el FI como el FII).
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Figura 4.11. Arbol filogenético de la vida (Kelk, Stamoulis, & Wu, 2018) (Hasegawa,
2017) (Horiike, 2016) (Niranjan, 2011) (Edwards, 2019). Los cuadrados sefialan los grupos
con organismos fotosintéticos y los grupos sefialados con rojo tienen organismos en los
cudles se ha estudiado el efecto photo-CIDNP (Blankenship, 2014).
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4.3.¢,Qué se puede obtener a partir de los espectros de RMN en estado sélido con el
efecto photo-CIDNP?

— Dark
— Light
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Figura 4.12. Espectros de 1sN MAS RMN de R. sphaeroides R26 en la oscuridad (negro) y
bajo iluminacion (rojo) a 247 K, 9.4 T y 8176 Hz (Bielytskyi, Grasing, Zahn, Alia, et al.,

2019).
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Usando los espectros de RMN con el efecto photo-CIDNP de los CR fotosintéticos es posible
ver que existe una densidad electrénica que se manifiesta al iluminar la muestra. Esta
densidad electrénica es la que se puede apreciar gracias a los picos mas sobresalientes en el
espectro de la figura 4.12. En esta figura 4.12 se puede observar el espectro de 1sN MAS
RMN de R. sphaeroides R26, en el cual los picos mas sobresalientes se encuentran a los 260
ppm y 263 ppm, esto indica que en estas bacterioclorofilas existe una mayor densidad
electrdnica y, por lo tanto, es posible pensar que existe una mayor cantidad de energia en las
mismas, lo que permite generar la pregunta de si es posible utilizar esta energia fotosintética

como una fuente energética adicional a las existentes.

4.4.Aplicaciones actuales relacionadas a la obtencion de energia a partir de organismos

fotosintéticos

Ahora bien, ; Como podria ser utilizado este conocimiento sobre RMN y quimica de espines

para obtener energia a partir de organismos fotosintéticos?

Actualmente, existen diferentes aplicaciones relacionadas con la obtencion de energia a partir

de organismos fotosintéticos, como se muestran a continuacion.

Existen aplicaciones como Bioo-Lite, de la compafiia espafiola Arkyne Technologies, la cual
trata de una planta capaz de generar energia usando como fuente el proceso de fotosintesis.
En un proceso quimico, las bacterias presentes en la tierra de la planta rompen los compuestos
organicos liberando electrones que viajan a traves de nanocables y la electricidad resultante
de este proceso podra proporcionar energia suficiente para abastecer un puerto USB, con el
que se podra cargar el celular o Tablet (“Bioo-Lite, la planta inteligente con la que podrés
cargar tu celular”, s/f) (“Bioo”, s/f). Otro proyecto bajo el mismo funcionamiento es el
conocido como E-Kaia, desarrollado en Chile en 2009, semifinalistas de The International
Business Model Competition (organizado por las universidades de Harvard, Stanford y
Brigham Young University) y que recibi6 el Premio Nacional Avonni a la Innovacion en el
2014, otorgado por el gobierno chileno. En Holanda, Plant-e se desarrolla como un proyecto
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con el mismo concepto, pero a una escala distinta, ya que utiliza grandes extensiones de
plantas como fuente de energia limpia. Plant-e, fundada en 2009, como una empresa derivada
del departamento de Tecnologia Ambiental de la Universidad de Wageningen, se ha dedicado
a alimentar segmentos del alumbrado publico, dispositivos de wifi en espacios abiertos y
cargadores de celulares (BBC, 2015) (“Cientificos desarrollan plantas que producen
electricidad”, 2015) (Schrama, 2015) (“About Plant-¢”, s/f).

Plant-e explica que la celda de combustible microbiano-vegetal, llamada P-MFC, utiliza
plantas y bacterias vivas para generar electricidad. EI P-MFC hace uso de procesos naturales
alrededor de las raices de las plantas para generar electricidad directamente. Esto se debe a
que la planta genera materia organica a partir del proceso de fotosintesis, en el que
aproximadamente un 70 % de esta materia termina en el suelo como material de raiz muerta,
lisados, mucilagos y exudados. Dicha materia organica puede ser oxidada por bacterias que
viven cerca de las raices 0 en las mismas, liberando COz, protones y electrones. Estos
electrones liberados son donados por las bacterias al anodo de la P-MFC, el cual esta
acoplado, a través de una carga externa, a un catodo y los protones que se liberaron en el lado
del &nodo viajan a través de una membrana hacia el catodo. Es decir, las P-MFC son una
forma especifica de celdas solares microbianas, es decir un sistemas en que las celdas de
combustible microbianas o las celdas de electrolisis microbiana funcionan con energia solar
(ver figura 4.13 y 4.14) (Helder, 2012) (Quick, 2012).

Helder explica que se utilizaron Spartina anglica y Arundinella anomala para producir la
electricidad. Estas plantas se utilizaron ya que son de pantano y por lo tanto son capaces de
sobrevivir y crecer bajo condiciones de saturacion de agua como se impone en las P-MFC.
S. anglica y A. anomala produjeron simultaneamente biomasa y bioelectricidad durante seis
meses consecutivos, para S. anglica la produccion media de energia de la P-MFC durante 13
semanas fue del 16 % de la potencia méxima teorica y para A. anomala del 8 % durante 7
semanas. La mayor densidad de potencia obtenida en una P-MFC fue de 222 mW/m? de

superficie de membrana con S. anglica.
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Figura 4.13. llustracion del funcionamiento de Bioo-Lite (“Bioo-Lite, la planta inteligente

con la que podrés cargar tu celular”, s/f).

.o‘
CATHODE

Figura 4.14. Diagrama de una celda solar microbiana donde (A) es una celda de
combustible microbiano (P-MFC) y (B) es un tipo especifico de P-MFC, con plantas como

organismos fotosintéticos (Helder, 2012).

Asi como es el caso de Bioo-Lite, E-Kaia y Plant-E se encontr6 un estudio que, utilizando la
misma tecnologia, experimentd la variacion de generacion de electricidad mediante el uso de
compostaje en plantas de arroz, registrando un pico de voltaje en las P-MFC de alrededor de
700 mV, y concluyendo que la densidad de potencia se hizo 3 veces mas alta cuando se usé
compost, ya que el contenido organico agregado por el mismo, brinda capacidad adicional
para generar bioelectricidad (ver figura 4.15). Por otra parte, el crecimiento del arroz fue

importante, alcanzando una longitud maxima de 100 cm permitiendo ver que la cosecha de
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bioelectricidad no tuvo influencia negativa en el crecimiento de la planta (Mogsud et al.,
2014).

Resistor

" Paddy
Data logger -

> Cathode

28 cm
> Anode

28 cm
Figura 4.15. Seccion transversal del experimento con plantas de arroz y compostaje
(Mogsud et al., 2014).

La busqueda de fuentes de energia alternativa, idealmente verdes y autonomas, incluye el
aprovechamiento de sistemas vivos y tejidos biologicos. Recientemente se descubrié que la
bicapa del tejido celular (i.e. cuticula) en las hojas de las plantas superiores funciona como
una pareja de conductores generadores triboeléctricos (i.e. electrificacién causado por el
contacto con otro material) integrados, los cuales son capaces de convertir estimulos
mecanicos en electricidad. Existen estudios que investigan por primera vez cémo se produce
la generacién de carga en la hoja de la planta viva, y como se podrian usar plantas completas
en la cosecha de energia. Al parecer, esta conversion de energia, se puede utilizar para
estimular directamente diodos emisores de luz, cargar un capacitor o cosechar energia edlica.
Esto se debe a que las plantas traducen los estimulos externos en sefiales eléctricas y, por lo
tanto, ciertas estructuras de la planta (més all& del aparato fotosintético), evolucionaron para
operar como convertidores de energia. Este mecanismo se explota para construir recolectores
de energia artificial, es decir, nanogeneradores triboeléctricos (TENG), que consiste en al
menos un electrodo que generalmente esta recubierto con una capa dieléctrica y luego se
pone en contacto con otro material. Debido al efecto triboeléctrico, las cargas se generan en
la superficie dieléctrica y se inducen electrostaticamente en el electrodo, donde se pueden

usar como energia eléctrica (ver figura 4.16). Las salidas de potencia en una sola hoja llegan
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a~ 15 pW cm? N. Esta potencia depende de la especie de la planta, la estructura de la hoja

y el tipo de material que toca las hojas (Meder et al., 2018).

© Fixed triboelectric
@ net charges

© Mobile, induced
© charges, ions

Tissue electrode

Figura 4.16. llustracion del mecanismo para la conversién de energia sobre la base de la
triboelectrificacion que ocurre en la cuticula cuando se toca con un material dieléctrico

(representado en gris) (Meder et al., 2018).

Por otro lado, en un estudio se descubri6é que el proceso electroguimico de las plantas es
responsable de su mecanismo de produccion de energia (ver figura 4.17). Esta fuente de
energia denominada Celda de Combustible de Planta Viva (LFC) convierte la energia
quimica en energia eléctrica al incorporar un par de electrodos en la planta permitiendo el
flujo de iones. Para este proposito, el sistema de recoleccion de energia consiste en electrodos
de Zn-Cu que se sumergieron en la hoja de Aloe Vera (Ying-Ying & Dayou, 2016) (Ying-
Ying & Dayou, 2013).

Figura 4.17. Modelaje del comportamiento del flujo de iones en la LFC de acuerdo con el
principio de electroquimica con consideracion sobre el efecto de eficiencia (Ying-Ying &
Dayou, 2016).
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Finalmente existe un campo de investigacion, que puede llegar a tener un potencial realmente
importante si se logran avances sustanciales en la quimica de espines, el cual es cominmente
conocido como fotosintesis artificial. Esta area de la investigacion cientifica, como su
nombre lo indica, se origind de la ambicién de imitar los procesos fotosintéticos de la
naturaleza para almacenar energia de la luz solar en enlaces quimicos de alta energia (Kim,
Sakimoto, Hong, & Yang, 2015). Esta investigacion sobre fotosintesis artificial busca
descubrir formas factibles de convertir la luz solar en combustibles solares almacenables
debido a que, actualmente, la electricidad se puede producir de manera eficiente a partir de
fuentes limpias de energia renovable utilizando paneles solares, turbinas edlicas, entre otras
(Cogdell et al., 2018) (Xu et al., 2017). Sin embargo, en este campo de investigacidn, quedan
grandes desafios por enfrentar, entre ellos el descubrimiento de catalizadores de oxidacion
de H20 baratos, robustos y eficientes y una eficiente separacion de cargas (McConnell et al.,
2010).

Actualmente, esta investigacion de la fotosintesis artificial se centra principalmente en la
comprension y la imitacion de los pasos empleados por la fotosintesis natural para producir
combustibles ricos en energia al dividir el H20 (Bonke, Wiechen, MacFarlane, & Spiccia,
2015) (Llansola-Portoles, Gust, Moore, & Moore, 2017). En la naturaleza, estos procesos
estan vinculados a membranas fotosintéticas donde los pigmentos de la antena convierten los
fotones solares en estados excitados, ajustan el flujo de energia de excitacion recolectada en
los CR y finalmente producen oxigeno e hidrogeno en forma de NADPH. Los equivalentes
reductores de NADPH se combinan con COz2 para finalmente producir carbohidratos. (Xu
etal., 2017). Hoy en dia, han surgido ideas sobre la optimizacion de los pasos y se han
sintetizado sistemas modelo artificiales para la recoleccion de luz, la separacion y
transferencia de cargas y las reacciones cataliticas finales (EI-Khouly et al., 2017) (Fingerhut,
Zinth, & de Vivie-Riedle, 2008) (EI-Khouly et al., 2017).

Avances en este campo no estan muy lejos de la realidad. El 11 de octubre de 2019 se realizo

un comunicado sobre el proyecto Rheticus Il, de Evonik y Siemens, este combina un

biorreactor (i.e. recipiente en el que se lleva a cabo un proceso quimico que involucra
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organismos o sustancias bioquimicamente activas) y un electrolizador (i.e. que produce
hidrdgeno y oxigeno a partir del H20) de energia renovable para producir sustancias quimicas
industriales a partir de CO2. Este proyecto ha entrado en su segunda fase, donde ambas
compafiias combinan el biorreactor y electrolizador de la primera fase en una instalacion de
prueba, programada para comenzar a operar durante el 2020, que utilizara energia renovable
y microorganismos para convertir CO2 y H20 en sustancias quimicas y combustibles. El
proyecto esta financiado por el Ministerio Federal de Educacion e Investigacidn de Alemania.
Esta planta se construird en Evonik en Marl, cerca de Minster. En su primera etapa,
utilizando tecnologia desarrollada por Siemens, el COz2 y el H20 se convierten en monoxido
de carbono e hidrégeno mediante electrolizadores. Estos gases pasan a un biorreactor,
desarrollado por Evonik, donde los microorganismos los convierten en compuestos quimicos
Gtiles. Las compafiias se refieren a esto como fotosintesis artificial porque combina pasos
quimicos y bioldgicos aunque, a diferencia de la fotosintesis natural, la energia no es en forma

de luz (““Artificial photosynthesis transforms carbon dioxide into liquefiable fuels”, 2019).

Por otra parte, quimicos de la Universidad de Illinois han producido exitosamente
combustibles utilizando H20, CO2y luz visible a través de fotosintesis artificial, convirtiendo
el CO2 en moléculas mas complejas como el propano, aunque este proceso de fotosintesis
artificial no es tan eficiente como en las plantas. Asi es posible pensar que se esta cada vez
mas cerca de usar el exceso de CO:2 para almacenar energia solar en forma de enlaces

quimicos cuando el sol no brilla (Nocera, 2012).

Adicionalmente, el cientifico y profesor de la Instituto Tecnoldgico de Massachusetts, Daniel
Nocera, busca convertir la energia de la luz solar en energia quimica mediante la creacion de
una hoja artificial (ver figuras 4.18 y 4.19). Este dispositivo simple e independiente,
compuesto por materiales abundantes en la tierra, proporciona un primer paso, gracias a la
ingenieria y la fabricacion de sistemas de bajo costo, para la conversion de energia solar a
combustibles. El objetivo de este desarrollo es llevar la energia a los pobres, dirigiendo a la
sociedad mundial hacia un futuro energético sostenible. Esta hoja artificial funciona mediante
la inmersion de una lamina de Si de triple unién recubierta con NiMozn y Co-OEC

(Complejo Evolutivo del Oxigeno, por sus siglas en inglés) en el agua y su mantenimiento a
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la luz solar logrando la conversion directa de la energia solar a través de la division del agua.
La membrana fotosintética es reemplazada por dicha unién de Si, que realiza la captura de
luz y la conversion a una corriente inalambrica. EI complejo evolutivo de oxigeno y la
ferodoxina reductasa de la membrana fotosintética son reemplazados por catalizadores de
Co-OEC y NiMoZn, respectivamente, para realizar la division del H20 (Nocera, 2012).

Figura 4.18. llustracion de la hoja artificial compuesta por una lamina de Si de triple union
recubierta con NiMoZn y Co-OEC (Nocera, 2012).
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Figura 4.19. Diagrama de la construccion de la hoja artificial compuesta por una ldmina de

Si de triple union recubierta con NiMoZn y Co-OEC (Fountain, 2016).

El tema de fotosintesis artificial no es desconocido para el pablico. En 2016, el New York
Times publico un articulo titulado: “Los investigadores tienen como objetivo volver a poner
en funcionamiento el didxido de carbono”, en este articulo se menciona la idea de capturar
el COz2 para generar productos Utiles e igualmente figuran esfuerzos realizados como el del
laboratorio Lawrence Berkeley y el Dr. Atwater, quien lidera un equipo de cientificos que

trata de imitar lo que hacen las plantas a través de la fotosintesis para obtener combustible
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mediante un dispositivo que pueda generar un solo producto, como en la fotosintesis natural,
pero de manera mas eficiente, al mismo tiempo que cuenta con un largo periodo de vida Util,
asi este dispositivo podria reciclar CO2 capturado de plantas de energia e incluso

directamente de la atmosfera (Andrei, Reuillard, & Reisner, 2019).

Por otro lado, en el 2019 se publicé una investigacion sobre la produccion fotoelectroquimica
de gas de sintesis (i.e. combustible gaseoso compuesto por CO y Hz, obtenido a partir de
sustancias ricas en carbono sometidas a un proceso quimico a alta temperatura) a partir de
H20, CO2Yy luz solar como una tecnologia afin a una economia de carbono circular. Esta se
produce mediante la integracion de un catalizador (i.e. que acelera o retarda una reaccion
quimica sin participar en ella) de porfirina de cobalto inmovilizado en nanotubos de carbono
con perovskita de haluro mixto de triple cation y fotoabsorbedores de vanadato de bismuto
(BiVOa4). Sin embargo, el alto potencial que debe superarse para la reduccién simultanea de
CO2 Yy la oxidacion del H20, la baja selectividad y el costo de los catalizadores cominmente
empleados presentan desafios para este proceso sostenible de conversion de energia que en
la actualidad es producido a partir de combustibles fésiles, altas temperaturas y presiones y

la gasificacion de la biomasa .

Asi como estas investigaciones existen muchas mas, pero, como se ha visto, la quimica de
espines no ha sido profundamente estudiada en ninguno de los estudios anteriores, esto
demuestra que en realidad el proceso fotosintético no esta siendo estudiado en su totalidad
durante las investigaciones y el desarrollo de prototipos. Como vimos anteriormente, los
espines juegan un papel verdaderamente importante en el proceso fotosintético y este podria
ser un indicativo del camino que puede recorrerse en busqueda de la optimizacién del cultivo

de energia en organismos fotosintéticos.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Gracias a la intensa revision bibliografica y al trabajo con expertos en los temas discutidos
en esta memoria, es posible determinar que existe una relacién directa entre la quimica de
espines y los procesos fotosintéticos, y que para una apropiada optimizacion de la fotosintesis
artificial —con el fin de que la misma sea una fuente viable de energia— es necesario el

desarrollo de mas lineas de investigacion, en las que la RMN sea piedra angular.

No cabe duda de que las investigaciones realizadas hasta la fecha se han llevado a cabo en
condiciones de laboratorio (e.g. bajas temperaturas, intensos campos magnéticos), pero se
estan realizado avances significativos en los que la quimica de espines se acerca cada vez

maés a condiciones bioldgicas.

La baja sensibilidad inherente a la RMN se ve subsanada por la aplicacién de fendmenos de
hiperpolarizacion, que incrementan considerablemente las sefiales, que por cualquier otra
técnica espectroscépica serian imposibles de obtener e identificar. El efecto photo-CIDNP
en estado sélido es uno de dichos fendmenos y que, aplicado en organismos fotosintéticos,
ha permitido una profundizacion en cémo el transporte electronico dentro de los centros de

reaccion se ve fuertemente influenciado por la quimica de espines.

Un estudio detallado del arbol filogenético, y de los organismos en los cuales la fotosintesis
es clave, ha demostrado que el efecto photo-CIDNP se presenta en practicamente todos ellos,
situacion que permite una lectura en la cual dicho efecto de hiperpolarizacion puede ser una
propiedad inherente evolutiva a los organismos fotosintéticos, lo que revaloriza su papel en

estudios de la fotosintesis.

El papel de esta memoria ha sido el de demostrar que, si se estudia a profundidad la quimica
de espines y la caracterizacion electronica de cofactores en centros de reaccion, y se
promueve una inversion en I+D+i en las técnicas y propiedades de la RMN, la optimizacion
de los procesos fotosintéticos serd una realidad y, con ella, alcanzar un eficiente uso del

proceso de fotosintesis como fuente primaria de energia en las sociedades contemporaneas.
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El papel de la Ingenieria Ambiental es brindar soluciones cientificas, tecnoldgicas y sociales
a problemas medioambientales. Esta tesis permite demostrar que para la resolucion de la
problematica energética —tanto a nivel mundial como en Costa Rica— es necesaria una
vinculacion inter y multidisciplinar con la cual dicha situacion sea tratada desde diferentes
angulos y generando una solucion integral. El hacer entes activos a distintas areas del
conocimiento permite ofrecer un valor agregado a proyectos de investigacion que, si no fuera
por esta simbiosis, no generarian los resultados ideales y aplicables que la sociedad requiere

de un ingeniero ambiental.

¢Es la quimica de espines necesaria para optimizar los procesos de fotosintesis y generar con
esto un producto que pueda ofrecer la tan ansiada energia limpia y universal requerida por la
humanidad? Luego de analizar los aportes dados por tantos grupos de investigacion a nivel
mundial, gracias a grupos y proyectos de emprendimiento, la autora de esta tesis se suma a

aquellos cuya respuesta es Si.
Esta memoria presenta por primera vez, en idioma espafiol, terminologia nunca traducida a

la lengua castellana. Ojala y sea de apoyo para grupos de investigacion en Costa Rica y en

América Latina.
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