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Resumen 
 

 

 
Se empleó el ligante bis[(1-metil-2-bencimidazolil)etil] amina (2BB) para preparar los 
complejos de cobre [[2BB)CuI]OTf y [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 como modelos bioinspirados 
en las enzimas monooxigenasas líticas de polisacáridos (LPMO). La caracterización en 
estado sólido de los mencionados complejos reveló en cada caso la existencia de un centro 
mononuclear de cobre con entorno de coordinación en forma de T, arreglo conferido por el 
ligante coordinado tridentado; los parámetros métricos de ángulos y longitudes de enlace de 
[(2BB)CuI]OTf y [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 están en el rango de los reportados para LPMO en 
estado reducido y oxidado respectivamente. La caracterización en disolución de 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 indica que [(2BB)CuII(H2O)2]

2+ es la principal especie en el rango de 
pH de 4.0 a 7.5; por encima de pH 7.5, también está presente la especie [{(2BB)CuII 

(H2O)x}2(μ-OH)2]
2+, lo cual fue posteriormente corroborado por voltametría cíclica y 

espectrometría de masas. Estas observaciones implican que se excluye la desprotonación de 
la amina central de (2BB) coordinada con Cu(II) y por extensión, la desprotonación de la 
amina en el abrazo de histidina de las LPMO parece improbable a un pH neutro. 
 
Adicionalmente, se identificó que los complejos [(2BB)CuI]OTf y [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 
actúan como precursores de degradación oxidativa de la celobiosa, sustrato modelo de 
celulosa. Los estudios espectroscópicos y de reactividad indican que un complejo dicobre(II) 
peroxo-lateral generado a partir de [(2BB)CuI]OTf/O2 o [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2/ H2O2/Et3N 
tiene la capacidad de oxidar la celobiosa tanto en disoluciones de acetonitrilo, como en 
amortiguador de fosfato acuoso, lo cual se evidenció en el análisis de productos obtenidos 
por HPLC-MS. La mezcla de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2/H2O2/Et3N produce mayor 
degradación de la celobiosa. Del mismo modo, el uso de [[2BB)CuI]OTf y 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2  con KO2 generó los mismos productos de oxidación. En todos los 
casos [(2BB)CuII(OH)(H2O)]+ fue detectado por espectrometría de masas como el producto 
final de cobre. 
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Abstract 
 

 

 
The ligand bis[(1-methyl-2-benzimidazolyl)ethyl]amine (2BB) ligand was employed to 
prepare the copper coomplexes [[2BB)CuI]OTf and [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 as bioinspired 
models of lytic polysaccharide copper-dependent monooxygenase (LPMO) enzymes. Solid-
state characterization of the aforementioned complexes revealed in each case the existence 
of a copper mononuclear center with a T-shaped coordination environment, arrangement 
conferred by the tridentade coordinated ligand; and metric parameters in the range of those 
reported for LPMOs in reduced and oxidized states respectively. Solution characterization of 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 indicates that [(2BB)CuII(H2O)2]

2+ is the main species from pH 4 to 
7.5; above pH 7.5, the hydroxo-bridged species [{(2BB)CuII(H2O)x}2(μ-OH)2]

2+ is also 
present, based on cyclic voltammetry and mass spectrometry. These observations imply that 
deprotonation of the central amine of Cu(II)-coordinated (2BB) is precluded, and by 
extension amine deprotonation in the histidine brace of LPMOs appears unlikely at neutral 
pH.  
 
The complexes [(2BB)CuI]OTf and [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 act as precursors for the 
oxidative degradation of cellobiose as a cellulose model substrate. Spectroscopic and 
reactivity studies indicate that a dicopper(II) side-on peroxide complex generated from 
[(2BB)CuI]OTf/O2 or [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2/H2O2/NEt3 oxidizes cellobiose both in 
acetonitrile and aqueous phosphate buffer solutions, as evidenced from product analysis by 
HPLC-MS. The mixture of [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2/H2O2/NEt3 results in more extensive 
cellobiose degradation. Likewise, the use of both [(2BB)CuI]OTf and 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 with KO2 afforded cellobiose oxidation products. In all cases, a 
common Cu(II) complex formulated as [(2BB)CuII(OH)(H2O)]+ was detected by mass 
spectrometry as the final copper product. 
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Capítulo I. Monooxigenasas Líticas de 
Polisacárido (LPMO) y Biocombustibles 

de Segunda Generación 
 

Activación de oxígeno. La piedra angular en el sustento de la vida aeróbica radica en la 
diversidad de la química del dioxígeno y abarca todas las subcategorías de la química. Sin 
embargo, el alto poder oxidante almacenado en el doble enlace O=O requiere una 
"activación" redox para poder acceder y utilizarlo en transformaciones químicas, ya que el 
oxígeno molecular es abundante pero cinéticamente inerte debido a su estado fundamental y 
fuerte enlace oxígeno-oxígeno, Figura 1.1. 

  
Figura 1.1. Diagrama de orbitales moleculares para el O2 (HOMO = orbital molecular 
ocupado de más alta energía, LUMO = orbital molecular desocupado de menor energía. En 
otras especies moleculares tipo radicales libres medio llenos, el estado ocupado por el 
electrón desapareado se denomina SOMO = orbital molecular ocupado por un solo electrón). 
 
La reducción completa de dioxígeno a agua requiere de 4 protones y 4 electrones, y está bien 
caracterizada la descripción electroquímica de estas transferencias de protones por etapas y/o 
transferencias de electrones en medio acuoso, como se observa en la (Figura 1.2).1 El oxígeno 
requiere de un electrón para formar el intermediario superóxido, pasando del estado 
fundamental triplete a un estado doblete más reactivo, lo cual resulta en la reacción directa 
con sustratos orgánicos (singuletes en estado fundamental);2 la especie generada superoxo 
toma otro electrón (forma el intermediario peroxo) y un protón para formar un intermediario 
hidroperoxo, el cual se somete a escisión O-O para permitir la formación de una especie 
hidroxilo y finalmente con el requerimiento de  un protón y un electrón adicional, se llega a 

                                                 
1 Karlin, K., et. al. Chem. Rev. 2018, 118, 10840. 
2 Chang,M..Y. Curr. Opin. Chem. Biol. 2007,11, 677. 
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la obtención final de agua. Alternativamente, las especies superoxo pueden abstraer un átomo 
de hidrógeno adicional para formar la especie de hidroperoxo. 
 

 
 

Figura 1.2. (Superior) Pasos de la reducción de dioxígeno; los potenciales de reducción están 
dados en volts vs. NHE a 25°C, 1 bar, pH = 7. (Inferior) Diagramas de Frost que representan 
la energía libre (nE) de los intermediarios ROS (especies reactivas de oxígeno) durante la 
reducción gradual de O2 a agua a (a) pH = 0 y (b) pH = 7. Imagen Adaptada de referencia 1. 
 
La activación biológica del oxígeno molecular, es decir la reducción parcial de O2 para la 
generación de especies reactivas de oxígeno altamente oxidantes (ROS), es 
fundamentalmente importante para la vida y consiste en una estrategia común en las 
metaloenzimas. Estas ROS exhiben características espectroscópicas únicas, indicativas de 
nuevas estructuras geométricas y electrónicas involucradas en la activación de oxígeno. Los 
sitios activos de las metaloenzimas se hallan dominados por iones de metales de transición, 
incluidos cobre y hierro, debido a su abundancia en la geosfera, propiedades electrónicas 
inherentes y potenciales redox accesibles.3 Por ello, juegan un papel importante en la catálisis 
homogénea4 y heterogénea,5 donde adoptan diversos entornos de coordinación y tipos de 
ligantes, cooperando a veces con residuos de aminoácidos con actividad redox. Las enzimas 
de cobre están involucradas en la unión reversible de dioxígeno (hemocianina), la reducción 
de dos electrones a peróxido y la oxidación de sustratos orgánicos muy estables (aminas, 
galactosa y catecol oxidasas), activación para hidroxilación (monooxigenasas y tirosinasa) y 
la reducción de cuatro electrones de O2 a H2O acoplada a la oxidación de sustratos (lacasa, 

                                                 
3 Holm, R.H., et. al. Chem. Rev. 1996, 96, 2239. 
4 Marko, I.E., et. al. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1997, 36, 2208. 
5 Solomon, E.I. et. al. Chem. Rev. 1993, 93, 2623. 



17 
 

ascorbato oxidasa, ceruloplasmina, entre otras) o bombeo de protones (citocromo c oxidasa)6 
y exhiben especificidad de sustrato, regioselectividad y/o estereoselectividad, además de 
operar en condiciones suaves inherentes a procesos "verdes". 
 
Independientemente de la proteína en la que se encuentren, los sitios activos de las 
metaloenzimas dependientes de cobre se clasifican en tres grupos según el número de átomos 
de cobre presentes, su geometría, características espectroscópicas de UV-vis y RPE, 
potenciales de reducción, y preferencia de ligantes.7  
Las cuproproteinas tipo 1, conocidas también como proteínas azules o cupredoxinas, son 
mononucleares y se coordinan a 2 nitrógenos imidazólicos de histidina, 1 azufre tiolato de 
cisteína en un arreglo trigonal plano y un ligante axial adicional.8 Las tipo 2, presentes en 
oxidoreductasas (encargadas de catálisis redox), poseen centros binucleares no acoplados (o 
son mononucleares) coordinados predominantemente por residuos de histidina en una 
geometría plana cuadrada distorsionada (los ligantes que contienen oxígeno también son 
comunes).9 Las tipo 3, se encuentran en algunas oxidasas (transporte de O2), poseen centros 
binucleares, con cada cobre unido a tres histidinas; en ausencia de dioxígeno, cada átomo de 
cobre en el centro está en una geometría plana trigonal y al unirse el O2, los átomos de cobre 
se acercan y adquieren una geometría bipiramidal trigonal.10 Ver Tabla 1.1. 
 

Tipo de Cu Entorno del Cu Cracterísticas 

Tipo I   

(Ej: 

Plastocianina) 

 

-Potenciales redox: positivos, mayores de 0.25 V vs SHE a 

pH 7. 

-UV-vis: Absorción intensa en la región visible 

 (max ~ 600 nm;  > 3,000 M
-1
cm

-1
). 

-RPE: Desdoblamiento hiperfino pequeño en la región gǁ. 

Tipo II  

(Ej: Cu, Zn- 

Superoxido 

dismutasa SOD) 
 

- Potenciales redox:  cercanos a 0.4 V vs SHE a pH 7. 

-UV-vis: Prácticamente incoloros, débil espectro de 

absorción (sólo transiciones prohibidas ya que carecen de 

ligantes de azufre).  

-RPE: Activos, presentan parámetros normales para Cu
2+

. 

Tipo III  

(Ej: 

Hemocianina) 

 

-Potenciales redox:  cercanos a 0.54 V vs SHE a pH 7. 

-UV-vis: Absorciones intensas en UV cercano  

(max ~ 300 nm) 

-RPE: silencioso por acoplamiento antiferromagnético entre 

los dos iones Cu
2+

, con S = 1/2. 

Tabla 1.1. Los diferentes tipos de centros de cobre en metaloproteínas. 

                                                 
6 Solomon, E.I. et. al. Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 4570. 
7 Rubino, J.T., et. al. J. Bioinorg. Chem. 2012, 107, 129. 
8 Holm, R.H., et. al. Chem. Rev. 1996, 96, 2239. 
9 Richardson, J.S., et. al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1975, 72, 1349; Morie-Bebel, M.M., et. al. Biochem. 1996, 235,415. 
10 Hazes, B., et. al. Protein. Sci. 1993, 2, 597; Magnus, K.A., et. al. Proteins. 1994, 19, 302. 
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Monooxigenasas líticas de polisacárido (LPMO).  Con el descubrimiento en hongos 
(Termoascus aurantiacus o Neurospora crassa) y bacterias (Bacillus amyloliquefaciens o 
Enterococcus faecalis)11 de estas abundantes monooxigenasas dependientes de cobre, 
también clasificadas por la base de datos de enzimas activas de carbohidratos (CAZy) como 
enzimas de actividad auxiliar (AA),12 las estrategias para la activación de O2 por las enzimas 
de cobre se han expandido. Estas enzimas muestran una química catalítica intrigante y sin 
precedentes, que consiste en la capacidad de catalizar la escisión oxidativa de los enlaces 
glucosídicos de polisacáridos recalcitrantes (R en el Esquema 1.1, incluida la celulosa,13 
hemicelulosa,14 quitina,15 xilano16 y almidón),17 empleando como cosustrato el oxígeno o el 
peróxido de hidrógeno, Esquema 1.1.18 Esto da lugar a la hidroxilación del carbono C1 o C4 
en el enlace glucosídico escindible (Figura 1.3), lo cual las hace muy valiosas en 
bioprocesamiento industrial de polisacáridos.  

  
Esquema 1.1. Reacción de LPMO-cosustrato. Ambas ecuaciones muestran la actividad 
LPMO impulsada por O2 y H2O2 propuesta en (a) 201011 y (b) 2017.14 El Cu(II)/Cu(I) indicado 
arriba de las flechas se refiere al ion de cobre en el sitio activo y su estado de oxidación antes 
de iniciar el ciclo catalítico.19 

 
Figura 1.3. Escisión de enlace glucosídico e hidroxilación de sustrato. La oxidación en C1 
resulta en la formación de una lactona -que al hidratarse genera el  extremo reductor como 
ácido aldónico- y la oxidación en C4 conduce a la formación de una cetoaldosa en el extremo 
no reductor.20 
 
Estructura de las LPMO. El sitio activo de las LPMO se caracteriza por poseer un centro de 
cobre de tipo 2 con un ambiente de coordinación con donadores N3 definido por dos 
imidazoles de histidina, así como una amina de uno de los residuos de histidina en el motivo 
estructural conocido como el “abrazo de histidina” (Figura 1.4), que es poco frecuente en la 
                                                 
11 Quinlan, R.J., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 2011, 108, 15079; Hemsworth, G.R., et al. J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 6069; 
Hemsworth, G.R., et al. Chem. Biol., 2014, 10, 122; Lo Leggio, L., et al. Nat. Commun. 2015, 6, 5961. 
12 http://www.cazy.org. 
13 Quinlan, R.J., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 2011, 108, 15079; Beeson, W.T., et al. J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 890. 
14 Agger, J.W., et al, Proc. Natl. Acad. Sci. 2014, 111, 6287; Simmons, T.J., et al. Nat. Commun. 2017, 8, 1064. 
15 Vaaje-Kolstad, et al. Science. 2010, 330, 219; Hemsworth, G.R., et al. Nat. Chem. Biol. 2014, 10, 122. 
16 Frommhagen, M., et al. Biotechnol. Biofuels 2015, 8, 101; Couturier, M., et al. Nat. Chem. Biol. 2018, 14, 306. 
17 Vu, V.V., et al. 2014, 111, 13822; Lo Leggio, L., et al. Nat. Commun. 2015, 6, 5961. 
18 Bissaro, B., et al. Nat. Chem. Biol., 2017, 13, 1123. 
19 Chylenski, P., et. al. ACS Catal. 2019, 9, 4970. 
20 Kjaergaard, C.H., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2014, 111, 8797. 
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naturaleza y que probablemente le da a las LPMO su notable poder oxidativo, gobernando la 
reactividad del centro metálico.21 Resaltan además por un lado la τ-N-metilación del residuo 
de histidina que hace parte del abrazo (cuya función no es clara) y por otro, la proximidad de 
residuos de tirosina o de fenilalanina, que pudieran ser partícipes en la modulación de las 
propiedades del ion de cobre, Figura 1.4 (b). Como se puede apreciar, el centro metálico 
mantiene una configuración en forma de T hacia los tres átomos de nitrógeno coordinados. 
 

 
 

Figura 1.4. Estructura tridimensional la LPMO típico y su sitio activo: (a) Estructura 
cristalina y (b) detalles del centro catalítico de una familia de celulosa activa LPMO AA9 del 
hongo Thermoascus aurantiacus, TaLPMO9A.17 
 
Propuestas mecanística de degradación de polisacáridos recalcitrantes. La caracterización 
funcional de las LPMO no es sencilla porque las mezclas de reacción típicas promueven 
reacciones secundarias, incluida la inactivación autocatalítica de la enzima. Cabe resaltar 
que, a pesar de algunos avances recientes, todavía hay una visión limitada de la cinética de 
reacción de LPMO. Sin embargo, se sabe que pueden actuar sobre las superficies de los 
sustratos insolubles, mejorando así la accesibilidad para las hidrolasas canónicas (por 

                                                 
21 Eijsink V.G.H., et. al. Biotechnol. Biofuels. 2019, 12,58. 

Abrazo 
de 

histidina 
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ejemplo, quitinasas y celulasas) en las partes más recalcitrantes del sustrato que de otra forma 
se habrían degradado mucho más lentamente o no se degradaría en absoluto.22  
 
Dado lo anterior, solo se han propuesto algunos mecanismos de degradación oxidativa por 
acción de las polisacárido monooxigenasas, en los que se requiere la transferencia de 
electrones para romper los polisacáridos de una forma oxígeno-dependiente, donde se ha 
propuesto como primer paso la reducción en un electrón de la LPMO-Cu(II)  oxidada, a la 
forma LPMO-Cu(I) (Figura 1.5.i). Considerando el oxígeno molecular como cosustrato, se 
debe considerar que para activarlo hacia la escisión oxidativa de los polisacáridos se 
requieren dos electrones (Esquema 1.1, Figura 1.5.ii), los cuales son suministrados 
externamente por moléculas pequeñas reductoras (ácido ascórbico, glutatión reducido, 
cisteína, un amplio rango de compuestos fenólicos fúngicos o biomasa vegetal, como lignina 
y sus fracciones),23 o donadores de electrones enzimáticos de tipo flavoproteína, como la 
celobiosa deshidrogenasa (CDH).24 Al considerar H2O2 como cosustrato (donde las LPMO 
evidencian magnitud más altas de velocidad de reacción en comparación con las reacciones 
impulsadas por O2), se propone que dicho H2O2 puede generarse a través de la reacción de 
LPMO-Cu(I) no unido al sustrato con O2 (actividad oxidasa, Figura 1.5.ii) o de la 
autooxidación del donador de electrones, posiblemente catalizada por metales traza en 
disolución (Figura 1.5.iii). La enzima reducida se une al sustrato25 y escinde los enlaces 
glucosídicos utilizando H2O2 u O2 (Figura 1.5.iv). Cuando se usa H2O2, LPMO puede realizar 
varios eventos catalíticos sin la necesidad de reducirse entre cada ciclo catalítico (Figura 
1.5.v).14,26 
 
Para la reacción impulsada por O2, se propone que una vez se da la unión a oxígeno, sigue 
una transferencia interna de electrones para formar el intermediario cobre-superoxo. 
Posteriormente tiene lugar la abstracción de hidrógeno por la especie cobre-superoxo en las 
posiciones 1 o 4 de un carbohidrato interno (generando un intermediario cobre-hidroperoxo 
y un sustrato radicalario, Figura 1.6). Un segundo electrón facilita entonces la ruptura del 
enlace O-O liberando H2O y un radical cobre-oxo que se acopla con el sustrato radicalario, 
hidroxilando así el polisacrárido en las posiciones 1 o 4. El átomo de oxígeno adicional 
desestabiliza el enlace glucosídico, permitiendo la liberación del glucano adyacente y la 
formación de una lactona o una cetoaldosa. Si una LPMO reducida reacciona con H2O2 en 
ausencia de sustrato, o si la unión al sustrato es débil o imprecisa, la reacción puede conducir 
a la oxidación del sitio activo y la inactivación de la enzima27 (Figura 1.5.vi). Las LPMO 
producidas en hongos tienden a estar metiladas en la histidina N-terminal (Figura 1.5.vii), 
una modificación que probablemente reduce la inactivación a concentraciones más altas de 
H2O2.

28 El punto verde en la Figura 1.5.vii indica la posición aproximada de las especies 

                                                 
22 Eibinger, M., et. al. J. Biol. Chem. 2014, 289, 35929; Eibinger, M., et. al. Nat. Commun. 2017, 8, 894. 
23 Eriksson, K.E., et. al. FEBS Lett. 1974, 49, 282; Phillips, C.M, et. al. ACS Chem. Biol. 2011, 6, 1399; Dimarogona, M., et. al. 
Bioresour. Technol. 2012, 110, 480; Frommhagen, M., et. al. Biotechnol. Biofuels. 2016, 9, 186; Kracher, D., et. al. Science. 2016, 352, 
1098; Brenelli, L., et. al. Biotechnol. Biofuels. 2018, 11, 10. 
24 Langston, J.A., et. al. Appl. Environ. Microbiol. 2011, 77, 7007; Tan, T.C., et. al. Nat. Commun. 2015, 6, 7542; Courtade, G., et. al. 
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2016, 113, 5922; Ciano, L., et. al. Nat Catal. 2018, 1, 571. 
25 Kracher, D., et. al. J. Biol. Chem. 2018, 293, 1676. 
26 Forsberg, Z., et. al. Curr. Opin. Struct. Biol. 2019, 59, 54. 
27 Loose, JSM., et. al. Biochemistry. 2018, 57, 4114. 
28 Petrovic, D.M., et. al. Protein. Sci. 2018, 27, 1636. 
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reactivas de oxígeno derivadas.29 En la Figura 1.7 se muestra el mecanismo general de 
abstracción de átomo de hidrógeno propuesto para la combinación LPMO-H2O2. 
 

 
Figura 1.5. Reacciones involucradas en la catálisis por LPMO.22 
 
 

                                                 
29 Frandsen, K.E.H., et. al. Nat. Chem. Biol. 2016, 12, 298. 
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Figura 1.6. Propuesta de abstracción de átomo de hidrógeno para LPMO–O2.
15 

 
Figura 1.7. Propuesta de abstracción de átomo de hidrógeno para LPMO–H2O2.

9 
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Biocombustibles de segunda generación y desafíos en la aplicación de las LPMO en el 
tratamiento de biomasa. El uso eficiente de biomasa no alimentaria como fuente de energía 
económicamente sostenible, ha estimulado los esfuerzos de investigación a nivel mundial. 
Esto se debe al potencial que tiene la sacarificación de materia recalcitrante abundante en la 
naturaleza, es decir la descomposición de material lignocelulósico en azúcares solubles para 
la posterior obtención de biocombustibles de segunda generación. En respuesta a la necesidad 
existente de biocombustibles, el uso de cocteles de hidrolasas glicosídicas (como los 
productos Cellic CTec de Novozymes y Accellerase de DuPont)  identificadas a partir de 
organismos saprófitos30 ha sido la ruta propuesta tecnológicamente y más recientemente, se 
ha incluido a dicha aplicación biocatalítica el uso de las LPMO,7 haciendo una contribución 
considerable a la eficiencia de estos cócteles.31 Sin embargo, se debe considerar que el costo 
de los mismos sigue siendo elevado y permanece como uno de los principales cuellos de 
botella para la comercialización exitosa de combustibles (como el etanol por fermentación) 
y productos químicos derivados de la lignocelulosa (como el ácido láctico para la elaboración 
de bioplásticos). Además, no se ha establecido una metodología que pueda aprovechar de 
manera óptima el potencial de las LPMO en el procesamiento de biomasa, dado que el 
conocimiento actual de su mecanismo catalítico no está claro y se deben realizar estudios 
más detallados que permitan determinar la estructura en disolución del sitio enzimático de 
Cu y cómo se relaciona esto con la reactividad, para potenciar el impacto de uso de estas 
potentes enzimas. 
 
Las principales complicaciones de trabajar directamente con las enzimas LPMO, para la 
obtención de bicombustibles de segunda generación, se resumen en que: las reacciones 
secundarias son casi inevitables (especialmente cuando se usan sustratos complicados que 
pueden contener compuestos reductores o pequeñas cantidades de metales de transición); las 
LPMO reducidas que no están unidas al sustrato producirán H2O2

32 en condiciones aeróbicas, 
mismo que puede participar en procesos que dañan cualquier enzima en la mezcla de 
reacción, (por ejemplo, a través de reacciones químicas de tipo Fenton),33 aunque no hay duda 
de que el H2O2 también puede impulsar la reacción catalítica de varios LPMO; las LPMO 
reducidas son propensas a la auto-inactivación oxidativa, independientemente de si la 
reacción de LPMO es impulsada por O2

34
 o H2O2;

35 finalmente, la unión al sustrato protege 
contra la inactivación, pero las concentraciones de sustrato pueden cambiar 
significativamente durante ciertas configuraciones experimentales. 
 
Así pues, el descubrimiento de las LPMO ha cambiado profundamente la forma en que vemos 
la conversión enzimática de los polisacáridos, en particular de los materiales de difícil 
degradación, como la quitina y la celulosa. El uso de O2 como oxidante en un ambiente 
industrial, de forma análoga a como lo hacen estas metaloenzimas, es un reto a largo plazo 
de la comunidad científica,36 pues la oxidación selectiva de sustratos orgánicos es 

                                                 
30 Payne, C.M., et al. Chem. Rev. 2015, 115, 1308; Beeson, W.T., et al. Annu. Rev. Biochem. 2015, 84, 923; Horn, S.J., et al. Biofuels. 
2015, 5, 45. 
31 Müller, G., et. al. Biotechnol. Biofuels. 2018, 11, 209. 
32 Kittl R., et. al. Biotechnol Biofuels. 2012, 5, 79. 
33 Scott, B.R., et. al. Biotechnol Lett. 2016, 38, 425. 
34 Loose, J.S., et. al. Protein Sci. 2016, 25, 2175; Loose, J.S.M., et. al. Biochemistry. 2018, 57, 4114. 
35 Kuusk S., et. al. J Biol Chem. 2018, 293, 12284. 
36 Costas, M. et. al. Chem. Rev. 2004,104, 939; Chen, M.S., et. al. Science. 2007, 318, 783; Que, L., et. al. Nature. 2008, 455, 333; 
Garcia-Bosch, I., et. al. Chem. Eur. J. 2012, 18, 2113. 
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inmensamente útil en la industria37 y las LPMO sirven como prototipos para el desarrollo de 
catalizadores bioinspirados. Esto es cada vez más relevante para la obtención de materias 
primas y de biocombustibles de manera sostenible a partir de fuentes renovables. En este 
sentido, los principales esfuerzos de investigación en química bioinorgánica han sido 
dirigidos en últimos años hacia la obtención de biocombustibles, con énfasis en el desarrollo 
de complejos modelo que imitan varios aspectos de la estructura y función de las enzimas 
naturales.38 Considerando su diseño específico, a menudo es posible atrapar intermediarios 
clave con tales sistemas para caracterizar la reactividad intrínseca con mucho mayor detalle 
que para las propias metaloenzimas, como se ahondará en el capítulo 2. El último desafío es 
entender el origen de la notable selectividad de los modelos bioquímicos y explotar los 
mismos conceptos para el desarrollo de catalizadores sintéticos eficientes.39 
 
Celobiosa y uso como modelo de polisacárido recalcitrante. La celobiosa o β-D- 
glucopiranosil(1-4)β-D-glucopiranosa, es un azúcar reductor de tipo disacárido, compuesto 
por dos unidades de D-glucosa unidas mediante enlace glicosídico β-(1,4), Figura 1.8. Esta 
se caracteriza por tener ocho grupos hidroxilo libres, un enlace acetal y un enlace hemiacetal, 
los cuales dan lugar a fuertes enlaces de hidrógeno intermoleculares e intramoleculares. Se 
puede obtener mediante hidrólisis enzimática o ácida de celulosa y materiales ricos en 
celulosa.40 Posee energía de enlace C-H de 95-100 kcal/mol, ventaja que postula a la 
celobiosa como un modelo celo-oligosacárido viable para el estudio de degradación oxidativa 
de polisacáridos recalcitrantes. 
 

 
Figura 1.8. Estructura de la celobiosa 

  

                                                 
37 Arakawa, H., et. al. Chem. Rev. 2001,101, 953; Punniyamurthy, T., et. Al. Chem. Rev. 2005, 105, 2329. 
38 Schindler, S. Eur. J. Inorg. Chem. 2000, 2311; Lewis, E.A., et. al. Chem. Rev., 2004, 104, 1047; Itoh, S., et. al. Acc. Chem. Res. 2007, 
40, 592; Hatcher, L.Q., et. al., J. Biol. Inorg. Chem. 2004, 9,669; Citek, C., et. al. Acc. Chem. Res. 2015, 48, 2424; Mirica, L.M., et. al. 
Chem. Rev. 2004, 104, 1013.  
39 Rolff, M., et. al. Chem. Soc. Rev. 2011, 40, 4077; Lee, J.Y., et. al. Curr. Opin. Chem. Biol. 2015, 25, 184. 
40 Pan, X., et. al. Biotech. and Bioeng. 2005, 90, 473; Vanderghem, C., et. al. Appl. Biochem. Biotechnol. 2010, 160, 2300. 
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Capítulo II. Modelos bioinspirados 
 
La naturaleza ha inspirado a los químicos bioinorgánicos para diseñar y estudiar moléculas 
sintéticas que asemejen la estructura y/o funciones de sistemas metaloenzimáticos, dado que 
los centros metálicos en las proteínas a menudo adoptan estructuras novedosas y exhiben 
propiedades inusuales que vale la pena examinar y comprender.1  Sin embargo, los sistemas 
enzimáticos gozan de complejidad estructural, lo que ha conducido al desarrollo de nuevas 
ideas fundamentales y a la generación de sistemas prácticos que han permitido evidenciar 
detalles mecanísticos de procesos tan relevantes como la reducción de dioxígeno, de la cual 
se han develado aspectos del mecanismo de protonación y/o enlaces de hidrógeno que 
acompañan a la transferencia de electrones.2 
 
Un beneficio adicional de conocer la estructura y función de las metaloenzimas es su 
potencial aplicación en el diseño de catalizadores sintéticos. Tales catalizadores 
'bioinspirados' o 'biomiméticos'3 pueden tener una ventaja sobre los sistemas 
metaloenzimáticos, en la medida en que podrían expandir el alcance de posibles sustratos, 
ligantes, disolventes, aumentar la escala de producción y ajustar la selectividad y/o 
especificidad, en rangos modestos de temperatura y para una gran variedad de procesos 
químicos. Además, los modelos inorgánicos sintéticos permiten acceso al estudio detallado 
de intermedios catalíticos/reactivos inferidos, pero no observados. Brindan también la 
oportunidad de controlar las propiedades del sustrato [pKa (H+) y E0 (e−)]. A menudo, los 
modelos pueden aprovechar las condiciones que algunos considerarían irrelevantes para la 
imitación funcional enzimática (como el uso de disolventes orgánicos, bajas temperaturas o 
pH no natural), para eliminar reacciones secundarias, solubilizar complejos de ligantes 
metálicos, estabilizar intermedios reactivos y/o controlar las interacciones de enlaces de H.4 
Los modelos biomiméticos también son útiles para avanzar hacia una química catalítica 
respetuosa con el medio ambiente, evitando el uso de reactivos y oxidantes metálicos tóxicos, 
pasos de procesamiento que consumen energía y medios de reacción indeseables. 
Adicionalmente, los estudios mecanísticos de catalizadores biomiméticos pueden 
proporcionar información importante sobre las vías biológicas, completando así un ciclo de 
retroalimentación que relaciona los estudios de metaloenzimas con sus modelos sintéticos. 
De hecho, los recientes avances en el diseño de catalizadores de oxidación biológicamente 
inspirados que contienen centros de hierro y cobre de bajo costo y fácilmente disponibles, 
han llevado a una nueva comprensión de los aspectos fundamentales.5 
 
Aspectos generales para diseño de modelos biomiméticos y bioinspirados. Las 
metaloproteínas son complejos metálicos con ligantes notablemente intrincados y complejos, 
en donde los grupos de iones metálicos distribuidos en las cadenas polipeptídicas de tipo 
amino, amido, amidato, imidazolil, imidazolato, guanidina, carboxilato, fenolato, oxo, tiolato 
y sulfuro, entre otros (a través de átomos de nitrógeno, oxígeno y azufre). Todas las cadenas 
laterales de proteínas, puentes exógenos y ligantes terminales definen la primera esfera de 

                                                 
1 Boulatov, R. Pure Appl. Chem. 2004, 76, 303; Warren, J. J., et. al. Biochemistry. 2015, 54, 1863. 
2 Karlin, K. et. Al. J. Am. Chem. Soc. 2017, 139, 472. 
3 Mahadevan, V., et. al. Curr. Opin. Chem. Biol. 2000, 4, 228. 
4 Pegis, M. L., et. al. Inorg. Chem. 2015, 54, 11883. 
5 Que, L., et. al. Nature. 2008, 455, 333 
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coordinación del ion metálico y puede cumplir funciones estructurales, de almacenamiento, 
transferencia de electrones, unión a dioxígeno (para esta función, los metales de transición 
de la primera serie son los más apropiados)6 o catálisis. Para la mayoría de estos grupos de 
donadores, la coordinación al centro metálico requiere su desprotonación y la subsiguiente 
competencia entre los iones metálicos y el protón por la base libre. Por ello, la elección de 
los ligantes en el diseño de modelos biomiméticos, debe considerar los valores de pKa (que 
reflejan el carácter σ-donador y determina la interacción metal-ligante), de tal forma que se 
asemejen al sitio activo a emular. El enlace metal-ligante depende de la naturaleza detallada 
de los orbitales de valencia de los ligantes, así como de la carga nuclear efectiva y el número 
de coordinación y la geometría del ion metálico. Se han desarrollado muchas estrategias para 
la construcción de ligantes que contengan múltiples sitios de reacción y es importante 
enfatizar que, en particular para los quelatos con heterociclos nitrogenados, los complejos 
metálicos exhiben bandas de absorción de transferencia de carga extremadamente intensas, 
que reflejan enlaces ligante-metal altamente covalentes. Estos aportan contribuciones 
importantes a la estructura electrónica de un sitio activo y pueden verse afectados por la 
geometría del sitio metálico y la orientación del enlace.  
 
Técnicas de caracterización de especies activas. Los estados de reposo e intermediarios 
reactivos generadas por el sistema cobre-O2 poseen absorciones electrónicas típicamente 
intensas y a menudo se encuentran en distintos rangos de energía. Así, su estudio podría 
considerarse privilegiado, si tenemos en cuenta las diferentes técnicas espectroscópicas que 
se pueden emplear para llevar a cabo la determinación estructural, geométrica y electrónica 
que da lugar a características espectrales únicas de los sitios activos en enzimas dependientes 
de cobre, y a su vez evaluar la contribución de la estructura electrónica en la alta reactividad 
y selectividad de estos sitios activos en la catálisis. La espectroscopia ha jugado un papel 
importante: desde la absorción de rayos X (XAS), absorción de rayos X de estructura fina 
extendida (EXAFS), espectroscopia Raman resonante (Rr), resonancia paramagnética 
electrónica (RPE), espectroscopía UV-vis, entre otras.7 Sin embargo, los complejos cobre-
dioxígeno son una clase particularmente sensible de compuestos de coordinación, y las 
formas oxigenadas de Cu (II) y Cu (III) son casi sin excepción sensibles a la temperatura (la 
mayoría de las especies de cobre-dioxígeno solo son estables entre -78 y -125 °C).8 Por otro 
lado, el uso de bajas temperaturas para los estudios en disolución en lugar de representar un 
obstáculo, proporciona información mecanística que solo se alcanza tras el ajuste de la 
cinética reduciendo la energía térmica.9 Además, este tipo de estudios han permitido proponer 
candidatos como las especies reactivas clave en varias clases de enzimas de cobre, 
enriqueciendo el debate sobre los mecanismos por los cuales operan (como por ejemplo el 
problema común sobre si la ruptura del enlace O–O ocurre antes, durante, o después del 
ataque al sustrato orgánico).10  
 
Aductos biomiméticos Cu-O2. Se ha dedicado un esfuerzo considerable para la comprensión 
de los mecanismos de activación de oxígeno en enzimas monooxigenasa con sitios mono o 

                                                 
6 Tyeklar,Z., et. l. Acc. Chem. Res. 1989, 22, 241; Sorell, T.N. Tetrahedron.1989, 45, 3; Mirica, L.M., et. al. Chem. Rev. 2004, 104, 1013. 
7 Holm, R.H., et. al. Chem. Rev. 1996, 96, 2239. 
8 Mirica, L.M.; et. al. Science. 2005, 308, 1890. 
9 Citek, K., et. al. Acc. Chem. Res. 2015, 48, 2424. 
10 Adam, S.M., et. al. J. Am. Chem. Soc. 2017, 139, 472. 
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dinucleares de cobre, ya sea que contengan o no grupos hemo como ligantes.11 Como fruto 
de dichos estudios, se ha planteado una hipótesis mecanística general para la activación de 
oxígeno por dichos complejos, Figura 2.1. Se da inicio a la activación reductiva cuando 
reacciona una forma reducida de cobre(I) y O2 para generar un intermediario cobre(II)-
superoxo terminal o lateral (ES, SS), el cual toma un electrón y un protón para formar un 
intermediario metal-hidroperoxo. Al ocurrir la escisión O-O el siguiente paso puede ser la 
formación de una especie oxilo; alternativamente, las especies metal-superoxo pueden 
interactuar con otro centro metálico Cu(I) y generar un intermediario peroxo-cúprico (SP, TP 
o CP) que por ruptura del enlace O-O puede dar lugar a la formación del intermediario bis(µ-
oxo)CuIII

2(O). Por otro lado, los complejos de cobre(II)-hidroperoxo mononucleares pueden 
ser estabilizados por una interacción de enlace de hidrógeno con el oxígeno proximal y 
desestabilizados por una interacción de enlace de hidrógeno con el oxígeno distal Figura 2.2.12 
Además, puede darse un reordenamiento de cobre(II)-hidroperóxido (H) a cobre(II)-peroxo 
(P). 
 

                                                 
11 Costas, M., et. al. Chem. Rev. 2004, 104, 939; Nam, W. Acc. Chem. Res. 2007, 40, 465. 
12 Yamaguchi, S.,et. al. Bull. Chem. Soc Jpn. 2005, 78, 116. 
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Figura 2.1. Posible mecanismo para la activación reductiva de O2 en un sitio activo de cobre 
mononuclear o dinuclear.7 
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Figura 2.2. Generalidades respecto a la estabilidad o reactividad impuesta por el enlace de H 
a átomos de O proximales frente a distales para complejos de LCuII-OOH y reordenamiento 
de hidroperóxido-peroxo.7 
 
La variedad de modos de coordinación de dioxígeno y nuclearidades de cobre a las que se 
puede acceder dependen del diseño selectivo de ligantes (denticidad, capacidad donadora y 
estructura del ligante),13 y de las condiciones de oxigenación. Los rendimientos y tipos de 
complejos están estrictamente dictados por la elección de condiciones sintéticas; la 
temperatura, tipo de disolvente y contra-aniones pueden ser puntos críticos. Cabe anotar que 
por medio de estudios de modelado, solamente se incluye la incorporación de ciertos aspectos 
del sitio activo de una enzima para mantener la capacidad de hacer estudios sistemáticos que 
relacionan aspectos particulares de causa y efecto. 
 
Los complejos binucleares son los más reportados y hasta la fecha, la mayoría de los ligantes 
utilizados para los estudios de reactividad CuI/O2 son variantes de aminas bi-, tri- y 
tetradentadas, incluidos los donadores de amina alifáticas desde primarias hasta terciarias, 
así como gran variedad de piridinas. En la Tabla 2.1 se ilustra la arquitectura de algunos de 
los ligantes que se han empleado en estudios de activación de oxígeno;14 de estos ligantes, 
los datos espectroscópicos y estructurales obtenidos para los complejos mononucleares de 
cobre(II)-superoxo (S) y cobre (III)-peroxo (P) se resumen en la Tabla 2.2.14 Como estrategia 
sintética, para la obtención de aductos cúprico superóxido se incluye la modificación de las 
propiedades electrónicas o estructurales del entorno de coordinación de cobre empleando con 
mayor frecuencia ligantes tripodales tetradentado (N4) o tridentados (N3). Estas especies 
generalmente presentan espectros ópticos que muestran una señal de absorción intensa 
alrededor de 410-430 nm y señales amplias de absorción de baja energía (∼600-800 nm) y 
frecuencias de estiramiento en rR de (O−O) = 1110-1130 cm− 1 y (Cu−O) = 460−480 cm−1 
(las frecuencias varían según se trate de ES o SS).15 
 

                                                 
13 Cramer, C. J., et. al. Acc. Chem. Res. 2007, 40, 601. 
14 Itoh, S. Curr. Opin. Chem. Biol. 2006, 10, 115; Hatcher, L., et.al. Biol. Inorg. Chem. 2004, 9, 669; Mirica, L. et. al. Chem. Rev. 2004, 
104, 1013; Lewis, E.A., et. al. Chem. Rev. 2004, 104, 1047. 
15 Elwell, C.E., et. al. Chem. Rev. 2017, 117, 2059. 
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Las especies hidroperóxido cúprico presentan bandas UV-vis características alrededor de 
330-380 nm y frecuencias de estiramiento rR más bajas que para aductos análogos cúprico 
superóxido ((O−O) = 830−900 cm−1) que sus análogos de superóxido (a causa de la 
reducción del orden de enlace O-O).16 Para la síntesis de este tipo de complejos, se han usado 
generalmente ligantes tripodales tetradentados.17 Las especies de oxilo cúprico (o cuprilo) 
aún no han sido observadas experimentalmente en disolución, ni en modelos sintéticos ni en 
enzimas,18 pero han sido consideradas como oxidantes potencialmente poderosos en la 
abstracción de átomo de H en estudios computacionales de ciclos catalíticos de 
monooxigenasas de cobre.10 Las entidades cuprilo han sido observadas solo en la fase 
gaseosa, donde se ha demostrado que son capaces de atacar los fuertes enlaces C-H en metano 
(104 kcal/mol).19 Características espectrales generales de UV-vis, Raman resonante y 
parámetros estructurales para los isómeros binucleares trans--1,2-peroxo, -2:2-peroxo 
lateral y bis--oxo se indican en la Figura 2.3.6 Los mismos son intermediarios activos críticos 
en la función de muchas metaloproteínas a base de cobre, cumpliendo diversas funciones de 
estas proteínas como el transporte de dioxígeno, hidroxilación de tirosina, oxidación de 
catecol y activación del enlace C–H. 
 

                                                 
16 Tano, T., et. al. Inorg. Chem. 2013, 52, 10431. 
17 Mareque-Rivas, J.C., et. al. Dalton Trans, 2006, 2316. 
18 Donoghue, P.J., et. al. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 17602; Dhar, D., et. al. Chem. Sci. 2017, 8, 1075. 
19 Dietl, N., et. al. Angew. Chem., Int. Ed. 2012, 51, 5544; Rijs, N.J., et. al. J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 3125. 
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Tabla 2.1. Algunos ligantes usados para preparar intermediarios Cobre(II)-superoxo, 
Cobre(II)-hidroperoxo y Cobre(III)-peroxo.6 

 

 

Tabla 2.2. Datos espectroscópicos y estructurales para los complejos mononucleares de 
cobre(II)-superoxo (S) y cobre (III)-peroxo (P). 
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Figura 2.3. Características espectrales generales de UV-vis, Raman resonante y parámetros 
estructurales para los isómeros trans--1,2-peroxo (TP), -2:2-peroxo lateral (SP) y bis- -
oxo (O), de izquierda a derecha respectivamente.6 

 
 
Modelos biomiméticos LPMO. Hasta la fecha se han informado pocos complejos de cobre 
biomiméticos inspirados en metaloenzimas LPMO, ver Figura 2.4.20,21 Estos precedentes de 
sistemas inorgánicos muestran ser capaces de escindir derivados de glucosa presentando al 
4-nitrofenolato como grupo saliente, a excepción del trabajo publicado en nuestro grupo de 
investigación, donde se usó celobiosa y se detectan productos oxidativos de glucosa (ver 
sección de resultados).21 Se han sugerido como intermedios reactivos complejos cúprico-
superoxo y oxilo, sin embargo, esto es aún tema de debate y solo a través de modelos 
sintéticos se puede obtener más información mecanística. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.4. Ligantes y complejos biomiméticos inspirados en metaloenzimas LPMO.20

 
 

                                                 
20  Concia, A.L., et. al. Inorg. Chem. 2017, 56, 1023; Neisen, B.D., et. al. J. Am. Chem. Soc. 2017, 139, 10220; Muthuramalingam, S., et. 
al. J. Catal. 2019, 372, 352; 
21 Neira, A.C., et. al. ACS Omega. 2019, 4, 10729. 
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Capítulo III. Planteamiento del problema, 
Hipótesis y Objetivos 

 

 
Planteamiento del problema 
Los modelos inorgánicos inspirados en sitios activos de sistemas metaloenzimáticos ha 
permitido complementar el estudio estructural, espectroscópico y electrónico de dichas 
biomoléculas, teniendo en cuenta que se pueden variar factores como el diseño, síntesis, 
características catalíticas, tipo de ligantes y disolventes.1 En este sentido, el desarrollo de 
modelos sintéticos ha facilitado la comprensión de los factores que rigen los detalles íntimos 
de la activación de O2 y su reactividad mediada por metaloenzimas. Para estudios del par 
redox CuII/I en oxidaciones selectivas de una amplia gama de sustratos orgánicos,2 el uso de 
ligantes tipo quelato provee al ion metálico condiciones electrónicas y geométricas que 
asisten la catálisis y además proveen estabilidad a los complejos de inspiración biológica. 
En virtud de su pKa (6.17)3 y propiedades σ-donadoras y -aceptoras, el heterociclo imidazol 
de la histidina es ubicuo en la naturaleza para la unión de metales de transición en los sitios 
activos de diversas metaloenzimas, dentro de las cuales se encuentran las LPMO. Es por esta 
razón que el desarrollo de ligantes N-donadores afines a dicho heterociclo se perfila como el 
arreglo ideal para el desarrollo de complejos biomiméticos; sin embargo, informes sobre 
ligantes quelantes de complejos de cobre a base de imidazoles siguen siendo escasos. 
Complementariamente, la química de los ligantes basados en bencimidazol parece estar 
madurando rápidamente dada su accesibilidad sintética y características fundamentales. 
Teniendo en cuenta las consideraciones previas, y la estructura del sitio activo de las LPMO, 
el ligante bis[(1-metil-2-bencimidazolil)etil]amina (2BB) en la Figura 3.1 se propone como 
un candidato viable para estudios espectroscópicos y estructurales de complejos de cobre, 
dado que además de presentar el átomo de nitrógeno metilado de forma análoga a la de los 
imidazoles del abrazo de histidina en las LPMO,4 el valor de pKa del 2-metilbencimidazol 
protonado es de 6.10.5  
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1 Holm, R.H., et. al., Chem. Rev. 1996, 96, 2239. 
2 Lewis, E.A., et al., Chem. Rev. 2004, 104, 1047; Himes, R.A., et. al., Curr. Opin. Chem. Biol. 2009, 13, 119; Mealli, C. et. al., J. Am. 
Chem. Soc. 1976, 98, 711. 
3 Thompson, L.K., et. al., Can. J. Chem. 1978, 56, 1311.  
4 Hemsworth, G.R., et. al., J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 6069. 
5 Ülküseven, B., et. al., Rev. Inorg. Chem. 2001, 21, 36. 
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Figura 3.1. Ligante empleado bis[(1-metil-2-bencimidazolil)etil]amina (2BB)6 y sitio activo 
de las enzimas LPMO AA9-AA11.7 

 
Hipótesis 
 
El diseño de complejos de cobre que presenten un ambiente estructural, electrónico y 
funcional análogo al de a las monooxigenasas líticas de polisacárido, a partir del ligante 
bis[(1-metil-2-bencimidazolil)etil]amina (2BB), permitirá esclarecer detalles mecanísticos 
del proceso de oxidación de polisacáridos recalcitrantes por parte de las LPMO. Se propone 
que estudios espectroscópicos y de reactividad permitirán identificar factores que brindan al 
sistema la capacidad para degradar a la celobiosa como modelo del polisacárido celulosa. 
 
Objetivo General 
 
Sintetizar, caracterizar y estudiar la reactividad de complejos de coordinación biomiméticos 
de Cu en sus distintos estados de oxidación (I y II) con donadores N bencimidazólicos frente 
a oxígeno y peróxido. Obtener de esta forma información sobre el modo de degradación de 
los polisacáridos por parte de las metaloenzimas LPMO con el disacárido celobiosa como 
sustrato modelo. 
 

Objetivos Particulares 
 

• Diseñar, sintetizar y caracterizar ligantes que contengan en su esqueleto átomos 
donadores N de grupos bencimidazol con disposición similar a los sitios activos de 
LPMO. 

• Sintetizar y caracterizar complejos de cobre en sus dos estados de oxidación más 
comunes Cu(I) y Cu(II) con los ligantes obtenidos. 

• Estudiar el efecto de los ligantes sobre el potencial de media onda de par redox 
Cu(II)/Cu(I), así como sobre la reactividad frente a O2, KO2 y peróxido en presencia 
de sustratos modelo. 

• Realizar pruebas de degradación de celobiosa a escala preparativa empleando los 
complejos de Cu(I) y Cu(II) obtenidos, con los agentes oxidantes: O2, KO2, H2O2, 
H2O2/Et3N.

                                                 
6 Sorrell, T.N., et.al., Inorg. Chem. 1991, 30, 207; Casella, L., et. al., J. Chem. Soc., Dalton Trans. 1994, 3203. 
7 Quinlan, R.J. et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2011, 108, 15079. 

“Abrazo de 
Histidina” 
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Capítulo IV. Resultados y Discusión 
 
 
A partir del ligante bis[(1-metil-2-bencimidazolil)etil]amina (2BB)1 se sintetizó el complejo 
de cobre [(2BB)Cu]OTf buscando emular el sitio activo de las LPMO en estado reducido y 
así comparar con los parámetros obtenidos para el complejo cúprico [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2, 
que previamente se sintetizó en el grupo de investigación.2 
 

Caracterización del complejo [(2BB)Cu]OTf 
Con el objetivo de realizar la coordinación de O2 y llevar a cabo los estudios de reactividad 
posteriores, inicialmente se hicieron intentos para aislar los complejos cuprosos de (2BB), 
empleando las sales de tetrafluoroborato y hexafluorofosfato. Sin embargo, dichos intentos 
se vieron obstaculizados por la baja solubilidad de los complejos en diclorometano.2 Por otra 
parte, el uso de aniones de trifluorometanosulfonato (triflato, OTf) resultó en especies 
solubles en acetonitrilo apropiado para realizar caracterización de disoluciones y estudios de 
reactividad. La espectrometría de masas con electrospray (ESI) reveló la presencia de un pico 
a m/z 396, asignado a la especie monomérica [(2BB)CuI]+, Figura 4.1. La caracterización 
adicional por espectroscopía RMN 1H y FTIR confirmó la identidad de [(2BB)CuI]OTf; su 
espectro de 1H NMR en CD3CN muestra señales aromáticas relativamente amplias para los 
grupos bencimidazol a δ 7,46, 7,26 y 7,11 ppm, la resonancia para los grupos N-metilo se 
observó a δ 3,42, mientras que los protones de metileno dieron lugar a resonancias a δ 3.21 
(-CH2-N) y 3.02 ppm (-CH2-C), Anexo Figura 8.1. La espectroscopía FTIR mostró bandas en 
3273 cm-1 (d) asignadas al estiramiento NH de amina central, 1027 y 1257 cm-1 (f) asignadas 
a bandas de estiramiento SO del anión triflato, así como un par de bandas fuertes a 1147 y 
1227 cm-1 según lo firmado a las vibraciones de estiramiento CF; se asignó la banda a 1614 
cm-1 al modo de estiramiento C=N basado en bencimidazol, Anexo Figura 8.2. Las principales 
diferencias espectrales en infrarojo con el complejo cúprico previamente reportado 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2, incluyen las frecuencias del estiramiento NH (d) a 3241 cm-1, la 
intensidad ligeramente más alta del modo de estiramiento C=N observado previamente a 
1617 cm-1, y el hombro a 3356 cm-1 que se asignó a los modos de estiramiento OH en el 
complejo cúprico. [(2BB)CuI]OTf se disolvió en una cantidad mínima de CH3CN anhidro en 
la caja de guantes y después de la evaporación lenta se obtuvieron cristales incoloros con 
calidad suficiente para llevar a cabo análisis de rayos X, cuyos parámetros se referencian en 
las Tablas Anexo 8.1-8.3. 

                                                 
1 Sorrell, T.N., et.al., Inorg. Chem. 1991, 30, 207; Casella, L., et. al., J. Chem. Soc., Dalton Trans. 1994, 3203. 
2 Casella, L., et. al. Inorg. Chem. 1996, 35, 1101; Castillo, I., et. al., Inorg. Chim. Acta. 2014, 422, 152. 
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Figura 4.1. ESI-MS de [(2BB)CuI]OTf en CH3CN. 

 
 

Estructuras en estado sólido del sistema [(2BB)CuII/I]2+/+ 

En estado sólido los dos complejos obtenidos con el sistema (2BB) se caracterizan por 
presentar coordinación tridentada del ligante al metal con un entorno de coordinación en 
forma de T (Figura 4.2) y parámetros métricos comparables a los observados en las LPMO 
(en su forma reducida y oxidada respectivamente, señaladas en la Tabla 4.1). El complejo 
[(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2, presentó parámetros de enlace en el rango de los sitios activos de 
LPMO (distancias Cu-N ∼1.98 Å, ángulos N-Cu-N de ∼97 ° y ∼165°). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2. Diagrama Mercury a probabilidad del 50%  del (a) catión [2BBCu]+ y (b) dicatión 
[2BBCu(H2O2)]

2+. Los átomos de H -excepto H3 en la amina central en 4.2(a)- y el contraión 
triflato se omiten para mayor claridad. Código de color: C, gris; N, azul; O, rojo; Cu, turquesa.  
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Tabla 4.1. Longitudes y ángulos de enlace entre los complejos [(2BB)Cu]OTf y 
[(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 y sus correspondientes en LsAA9 oxidada y reducida. 
 
En contraste, el complejo [(2BB)CuI]+, Figura 4.2(a),  el ángulo abierto N1-Cu1-N4 de 165° 
es idéntico al correspondiente en los sitios activos AA9-AA1,1 mientras que los dos ángulos 
cerrados N3-Cu1-N4 y N1-Cu1-N3 de 98.01° y 96.82° respectivamente, son equivalentes a 
los de 97° en LPMO. En la Tabla 4.1 se presenta una comparación de las distancias de enlace, 
que muestra una distancia de Cu-N mayor al donador de nitrógeno central que la de los 
átomos de N del bencimidazol. Curiosamente, el anión triflato interactúa con [(2BB)CuI]+ a 
través de enlaces de hidrógeno con la amina central NH, definida por una distancia O2…N3 
de 3.363(3) Å, y un ángulo O2…H3-N3 de 149(2)°. Queda de esta manera evidenciado que 
estructuralmente, el sistema que provee el ligante (2BB) a los complejos [(2BB)Cu]OTf y 
[(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2, es comparable al conferido por el ambiente del sitio activo en las 
LPMO.  
 
Estudios en disolución de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 

Para determinar especiación del complejo cúprico en disolución acuosa, se hicieron estudios 
de equilibrio, estableciendo así la naturaleza del complejo. La titulación potenciométrica de 
2BB proporcionó valores de pKa de 3.68, 4.86 y 7.84 para las formas protonadas de los dos 
sitios bencimidazólicos y de la amina central, respectivamente. Los valores para los sitios 
bencimidazólicos son más bajos (en agua a 25°C) que los de bencimidazol reportado en 5.582 
para 1-metilbencimidazol, 4.88 para 1-etilbencimidazol, e incluso 1-metil-5-
clorobencimidazol en 3.88.3 Después del refinamiento de los datos potenciométricos con el 
software Hyperquad,4 la constante de estabilidad para [(2BB)CuII(H2O)2]

2+ se determinó en 
log K = 12.44, considerando la temperatura, los volúmenes y las concentraciones de analitos 
(HNO3, NaOH , biftalato de potasio, (2BB), y su complejo cúprico, ver Figura 4.3). Este valor 
de log K es alto en comparación con los de Cu(II) con 2-hidroximetilbencimidazol bidentado 
y 1-metil-2-hidroximetilbencimidazol, reportados en 9.30 y 9.66.4 

                                                 
1 Frandsen, K. E. H., et. al. Carbohydrate Res. 2017, 448, 187 
2 Quinlan, R., et. al. J. Am. Chem. Soc. 1960, 82, 2994. 
3 Davies, T., et. al. Pharm. Pharmacol. 1951, 3, 420. 
4 Gans, P., et. al. Talanta, 1996, 43, 1739. 

Enlace Cu(I)LsAA9A Enlace [(2BB)Cu]Otf 
Cu-NH2(His1) 2.2 Cu1-N3 2.17 
Cu-Nσ (His1) 1.9 Cu1-N4 1.90 
Cu-Nε (His78) 2.0 Cu1-N1 1.90 

Ángulo  Ángulo  
Nσ-Cu1-Nε 165° N4-Cu1-N1 164.54° 

Nσ-Cu1-NH2 97° N4-Cu1-N3 98.01 
Nε-Cu1-NH2 97° N1-Cu1-N3 96.82 

Enlace Cu(II)LsAA9A Enlace [(2BB)Cu(H2O)2](Otf)2 
Cu-NH2(His1) 2.3 Cu1-N3 2.15 
Cu-Nσ (His1) 2.0 Cu1-N4 1.95 
Cu-Nε (His78) 2.0 Cu1-N1 1.95 

Ángulo  Ángulo  
Nσ-Cu1-Nε 170° N4-Cu1-N1 ∼165° 

Nσ-Cu1-NH2 92° N4-Cu1-N3 ∼97° 
Nε-Cu1-NH2 92° N1-Cu1-N3 ∼97° 
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Figura 4.3. Valoración potenciométrica de (2BB) y [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 con NaOH 0.1 
M (β denota constante acumulativa o global y Kf la constante por etapas). Se obtuvieron 486 
puntos para la titulación de 2BB y 525 para [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2; simulaciones de 
cosntantes ajustadas al modelo con χ2 menor a 12.6 con 95% de confianza, ver sección 
experimental.  

La distribución de especies se determinó con el software MEDUSA5 (manteniendo la fuerza 
iónica en 0.1 M con NaNO3) y se muestra que la especie dicatónica [(2BB)CuII]2+ predomina 
claramente en el rango de pH de 4-8, ver Figura 4.4. Una o dos moléculas de agua 
probablemente se coordinen con el ión cúprico en disolución para formar [(2BB)CuII(H2O)n]

2+ 
(n = 1, 2), como se observa en el estado sólido.6 Curiosamente, se predice que una especie 
monodeprotonada presente alrededor de pH 7.5 y superior, que se asignó a un complejo 
cúprico-hidroxo [(2BB)CuII(OH)(H2O)n-1]

+, con log K = 15.88, probablemente en forma de un 
dímero puenteado [{(2BB)CuII(H2O)n-1}2(-OH)2]

2+. Este tipo de especies se favorecería sobre 
un complejo con una amina central desprotonada, basado en la evidencia experimental 
adicional para un complejo de dicobre con puente de hidroxo, como se describirá más 
adelante. Apoyo adicional acerca de la preferencia de deprotonación de una molécula de agua 
coordinada sobre la de un donador amino, se encuentra en estudios que refieren el incremento 
de la acidez de 1-3 unidades logarítmicas7 en los valores de pKa de ligantes biológicamente 
relevantes, como efecto de la coordinación de metales. Estas observaciones sugieren que la 
posible participación de una amina desprotonada durante el ciclo catalítico puede descartarse 
en nuestro sistema, y también en el sitio activo de LPMO. Es de resaltar además que, en el 
sistema enzimático, la desprotonación propuesta de la amina terminal en el abrazo de 

                                                 
5 Puigdomenech, I. MEDUSA: make equilibrium diagrams using sophis-ticated algorithms. KTH, Stockholm; 2009. 
6 Castillo, I., et. al. Inorg. Chim. Acta. 2014, 422, 152.  
7 Martin, R.B. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 1974, 71, 4346. 
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histidina8 parece poco probable cerca del pH neutro,9 particularmente considerando las 
determinaciones de los valores de pKa de grupos amino terminales en complejos de péptidos 
ATCUN relacionados.10 Refinamiento cuántico de los datos de difracción de rayos X y 
neutrones también argumentan contra la desprotonación del grupo -NH2.

11 
 

Figura 4.4. Diagrama de especiación para [(2BB)CuII]2+. 
 
 

Estudios electroquímicos 
 
La distribución de especies está respaldada con los resultados electroquímicos obtenidos 
correspondientes a valores de pH 5.0, 7.0, 9.0 y 10.5 de disoluciones acuosas de 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2. El sistema se comporta de manera cuasi reversible, con una señal 
redox en E1/2 = 226 mV vs SHE a pH 5.0-7.0, asignada al par CuII/I, que está en el rango de 
los potenciales redox reportados para LPMO (150-370 mV vs SHE). Se observaron 
diferencias a pH 9.0-10.5; en el primer caso, un hombro en un potencial ligeramente más 
negativo indica la presencia de una especie adicional. Esto se confirma a pH 10.5, donde el 
hombro se convierte en la única señal observada (Figura 4.5). En CH3CN, el análisis 
electroquímico de [(2BB)CuI]OTf muestra un comportamiento cuasi reversible, con E1/2 = 76 
mV vs SHE (-272 mV vs ferricinio/ferroceno, Figura 4.6). 

                                                 
8 Bacik, J.-P., et. al. Biochem. 2017, 56, 2529. 
9 Frandsen, K.E.H., et. al. Nat. Chem. Biol. 2016, 12, 298; Kjaergaard, C.H., et. al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 2014, 111, 8797; Bissaro, 
B., et. al. Nat. Chem. Biol. 2017, 13, 1123. 
10 Miyamoto, T., et. al. Chem. Lett. 2013, 42, 1099; Kandemir, B., et. al. Inorg. Chem. 2016, 55, 1355. 
11 Caldararu, O., et. al. Chem. Sci. 2019, 10, 576. 
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Figura 4.5. Voltamperogramas cíclicos de disoluciones 1 mM [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 en 
buffer de fosfatos a pH 5.0, 7.0 y 9.0, y en buffer de carbonato a pH 10.5, adquiridos a 1 V s-

1 con un electrodo de trabajo de carbono vítreo (a pH 10.5 el sistema es heterogéneo). 
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Figura 4.6. Voltamperogramas cíclicos del par [(2BB)CuII/I]2+/+ a diferentes velocidades de 
barrido, usando un electrodo de trabajo de carbono vítreo, para una disolución 1 mM de 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2) en CH3CN. 
 
Se obtuvo información sobre la identidad de las especies adicionales formadas a pH 9.0-10.5 
a través del análisis ESI-MS de una disolución de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2. Se detectó una 
señal en m/z 887, que se asignó al complejo dicobre de puente mixto-hidroxilo/carbonato 
que se muestra en el Esquema 4.1, en función de su distribución isotópica y el análisis de la 
masa observada vs la calculada. El complejo detectado puede formarse tras la inserción 
aeróbica de CO2 en un complejo dimérico con puente dihidroxo formado inicialmente 
[{(2BB)CuII(H2O)x}2(μ-OH)2]

2+.12 Se obtuvo evidencia espectroscópica UV-vis de la 
formación del complejo propuesto [{(2BB)CuII(H2O)x}2(μ-OH)2]

2+ mediante la adición de 
Et3N a una disolución de acetonitrilo de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 a temperatura ambiente. De 
esta manera se observó una nueva banda en 330 nm ( ~ 2000 M-1cm-1), que puede asignarse 
como una transición de Transferencia de Carga Ligante-Metal (LMCT por sus siglas en 
inglés) del grupo hidroxo a Cu(II), ver Figura 4.7. 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
12 Mukherjee, J., et. al. J. Chem. Sci. 2005, 117, 111; Das, B., et. al. Dalton Trans. 2019, 48, 3576. 
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Esquema 4.1. Complejo de dicobre con puente hidroxo/carbonato propuesto, formado a partir 
de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 en agua a pH 9.0 con patrones isotópicos de espectrometría de 
masas experimental (izquierda) y simulado (derecha). 
 

 
Figura 4.7. Espectro UV-vis de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 0.3 mM en CH3CN a temperatura 
ambiente (línea verde), adición de 1 a 3 equivalentes de Et3N (líneas grises), y la adición final 
de un equivalente más de Et3N (línea azul). 
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Estas observaciones confirman que la desprotonación de una molécula de agua coordinada 
es más fácil que la de la amina en nuestro sistema. Este fenómeno ocurre a un valor de pH 
más alto (7.5) que el utilizado en el estudio que sugiere la desprotonación de la amina 
terminal (es decir, pH 7.0),13 enfatizando aún más que la amina es probable que permanezca 
protonada a un pH fisiológico. Además, el valor de pH óptimo para la actividad enzimática 
es ligeramente ácido,9 lo que hace que la desprotonación de la amina terminal sea aún menos 
probable. 
 

Reactividad de [(2BB)CuI]OTf frente a O2 

 
La reactividad de [(2BB)CuI]OTf con dioxígeno se exploró inicialmente mediante 
espectroscopía UV-vis a baja temperatura en disolución de acetonitrilo. El burbujeo suave de 
O2 (grado extra seco, a presión controlada), a través de disoluciones 0.3 mM de 
[(2BB)CuI]OTf a 243 K resultó en la aparición de una banda ancha en 360 nm, asignada a 
una transferencia de carga LMCT de una especie de cobre-oxígeno, acompañado de una 
transición d-d en 680 nm; se observó un comportamiento similar en acetona a 193 K. La 
especie se mantuvo estable durante al menos una hora, aunque se observó decaimiento 
cuando se elevó la temperatura, Figura 4.8. Estos cambios no se observaron en condiciones 
similares o a una temperatura más baja en disoluciones de THF, y no se realizaron estudios 
de reactividad en este disolvente. En disolución acuosa de buffer de fosfatos (PB) a 273 K, 
no se observaron cambios significativos por espectroscopía UV-vis al burbujear O2 luego de 
una reducción in situ de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 con 1.2-1.5 equivalentes de ascorbato de 
sodio. Tanto en disoluciones de acetonitrilo como de PB, los productos generados a baja 
temperatura se caracterizaron por ESI-MS, revelando la presencia de una señal intensa en 
m/z 396 asignada a [(2BB)CuI]+, Figura 4.1. 
 
La mezcla de reacción se caracterizó también por espectroscopia RPE, revelando que, aunque 
[(2BB)CuI]OTf reacciona lentamente con dioxígeno en acetonitrilo a 243 K, una señal 
característica de un complejo cúprico en un entorno de coordinación axial aparece después 
de aprox. 10 min [g‖ = 2.250, g⊥ = 2.082, A‖ = 423 MHz (151 G), integración 21% en 
relación a un estándar externo de Cu(II)] (ver Anexo Figura 8.5). Una explicación razonable 
implicaría la formación inicial de un complejo cúprico-superoxo [(2BB)CuII(O2)]

+ silencioso 
en RPE, probablemente en equilibrio con un complejo de dicobre(II) con puente peroxo-
lateral [{(2BB)CuII}2(µ-2:2O2)]

2+ (basado en la espectroscopía UV-vis y la sección de 
reactividad de H2O2 que se expone a continuación). La abstracción de hidrógeno del 
disolvente o del sustrato modelo celobiosa puede resultar en la especie hidroperoxo cúprica, 
activa en RPE [(2BB)CuII(OOH)(S)]+ y/o el complejo hidroxo subsecuente 
[(2BB)CuII(OH)(S)]+ (S = H2O, CH3CN). Estas especies pueden dar lugar al hombro en 330 
nm por espectroscopia de absorción UV-vis (Figura 4.8). La oxigenación de Cu(I) que 
conduce a un complejo de Cu(II)-hidroperoxo a través de la abstracción H se ha observado 
previamente.14 Finalmente, tanto el Cu(II)-hidroperoxo como el peroxo-dicobre(II) pueden 
continuar reaccionando con disolvente o sustrato para generar [(2BB)CuII(OH)(S)]+ como 
producto final, en equilibrio con la forma dimérica previamente propuesta 
[{(2BB)CuII(S)x}2(μ-OH)2]

2+ (Esquema 4.2). 

                                                 
13 Bacik, J.-P., et. al. Biochem. 2017, 56, 2529. 
14 Fujii, T., et. al.. Chem. Commun. 2006, 42, 4428. 
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Figura 4.8. Espectro UV-vis de [(2BB)CuI]OTf, 0.3 mM CH3CN a 243 K antes (línea negra), 
después de burbujear O2 (línea morada) y tras la adición de celobiosa (línea verde). Inserto: 
región expandida de 250 a 500 nm. 
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Esquema 4.2. Reacciones propuestas y complejos de cobre putativos generados a partir de 
[(2BB)CuI]+/O2 (arriba a la izquierda) o [(2BB)CuII(S)2]

2+/H2O2/Et3N (arriba a la derecha). 
 
En PB/glicerol a pH 7.0 y 273 K para [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 reducido in situ con 1.2 
equivalentes de ascorbato de sodio, seguido de burbujeo de O2, no se observaron cambios 
muy evidentes (en PB aparece una señal axial débil con valores de g║ = 2.248, g⊥ = 2.061, 
A║ = 448.39 MHz; en la disolución de acetonitrilo congelado fue observada una señal 
rómbica débil con valores de gz = 2.180, gy = 2.128, gx = 2.031 Anexo Figuras 8.6 y 8.7). Sin 
embargo, la adición de celobiosa a la disolución de CH3CN oxigenada dio como resultado 
una señal axial en g‖ = 2.275, g⊥ = 2.054 [A‖ = 502 MHz (179 G), A⊥ = 70 MHz (25 G)] 
ver Figura 4.9 y Anexo Figura 8.7; se simuló el espectro en presencia de una o dos especies 
de Cu(II) y solo el primer caso resultó tener un buen ajuste (Anexo Figura 8.8). Ejemplos de 
complejos mononucleares cobre-hidroperoxo con los ligantes tripodales piridilamina y 
piridilamina-tioéter se han caracterizado por espectroscopía RPE y se asignaron a ambientes 
bipiramidales trigonales [g‖ = 2.004, g⊥ = 2.207, A‖ = MHz 305 (109 G), A⊥ = 210 MHz 
(75 G)],15 o geometrías piramidales cuadradas [g‖ = 2.24, g⊥ = 2.06, A‖ = 471 MHz (168 G); 
g‖ = 2.25, g⊥ = 2.04, A‖ = 504 MHz (180 G)].16 Se ha reportado una situación similar con 
los complejos monoméricos cúprico-hidroxo: datos espectroscópicos de RPE para complejos 
tripodales dan lugar a señales “invertidas”, mientras que se han observado señales axiales 
                                                 
15 Wada A., et. al.  Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 798. 
16 Kodera, M., et. al. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 7715; Maiti, D., et. al. J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 6998. 
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con cierto grado de rombicidad en los pocos casos reportados de complejos tetragonales de 
Cu(II)-OH [gx = 2.032, gy = 2.055, gz = 2.185, ACu = 588 MHz (189 G), AN = 40-53 MHz (14-
19 G)].17 La semejanza de los parámetros experimentales con los del entorno de especies 
tetragonales sugieren coordinación piramidal cuadrada para los complejos propuestos Cu(II)-
hidroperoxo16,18 o hidroxo detectados, probablemente con donadores débiles en las posiciones 
axiales [(2BB)CuII(OOH)(S)]+ o [(2BB)CuII(OH)(S)]+ (S = disolvente, ver Esquema 4.2). 
 

Figura 4.9. Espectros RPE de [(2BB)CuI]+ generado in situ con 1.5 equivalentes de ascorbato 
de sodio después de burbujear O2 y agregar 10 equivalentes de celobiosa (3 mM en PB, línea 
azul) y mezcla de [(2BB)CuI]OTf, 1.2 equivalentes KO2 y 10 equivalentes de celobiosa (3 
mM en CH3CN, línea roja). 
 

Reactividad de [(2BB)CuI]OTf y [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 con KO2 

 
La reactividad de los complejos de cobre con una forma de dioxígeno reducida en un electrón 
se exploró con KO2; esto puede ser importante para establecer el oxidante en las LPMO, ya 
que se ha sugerido H2O2 en lugar del O2 propuesto originalmente.9 Por lo tanto, la adición de 
KO2 a las disoluciones de [(2BB)CuI]OTf se monitoreó mediante espectroscopía de absorción 
UV-vis para identificar especies potenciales obre-oxígeno, tanto en acetonitrilo como en 
disolución PB a pH 7.0. En acetonitrilo, el cambio espectral principal consistió en un hombro 
a 365 nm, que se intensificó ligeramente después de la adición de celobiosa, ver Anexo Figura 
8.10. El análisis de la mezcla de reacción por ESI-MS reveló la presencia de un pico en m/z 
431 asignado a [(2BB)CuII(OH)(H2O)]+, junto con picos en m/z 396 y 545 característicos de 
[(2BB)CuI]+ y [(2BB)CuII(OTf)]+ (Figura 4.10). Cuando se añadió celobiosa, la presencia de 
productos de degradación oxidativa se evidenció por ESI-MS (ver más adelante). Se observó 

                                                 
17 Donoghue, P.J., et. al. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 17602. 
18 Muthuramalingam, S., et. al. J. Catal. 2019, 372, 352. 
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un comportamiento análogo en PB por UV-vis, aunque el hombro se observó en 345 nm, ver 
Anexo Figura 8.11. Mediante ESI-MS se detectaron tres picos relevantes: el de m/z 412 
consistente con un producto de monooxigenación [(2BB)CuII(O)]+, que podría corresponder 
a la hidroxilación del ligante, aunque dicho producto no se detectó después de la 
desmetalación con exceso de amoniaco acuoso; una especie cuprilo (Cu=O) no puede 
sustentarse firmemente sin evidencia adicional. Se asignó un pico en m/z 428 a la especie 
propuesta superoxo cúprico [(2BB)CuII(O2)]

+ y el de m/z 602 que se asignó tentativamente a 
[(2BB)CuII(O)(OTf)(CH3CN)]+ (Figura 4.11). También se detectaron las especies 
mencionadas anteriormente en m/z 396 y 545. Estas observaciones implican que se forman 
especies de cobre-oxígeno altamente reactivas en el sistema Cu(I)/KO2, lo que permite la 
detección del producto final [(2BB)CuII(OH)(H2O)]+ que es relativamente estable. 
 

 
Figura 4.10. ESI-MS de [(2BB)CuI]OTf (0.3 mM en CH3CN, 243 K) después de la adición 
de 1.2 equivalentes de KO2. 
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Figura 4.11. ESI-MS de [(2BB)CuI]OTf generado in situ (0.3 mM en PB pH 7.0, 273 K), 
adición de 1.2 equivalentes de KO2, seguido de la adición de 10 equivalentes de celobiosa. 
 
Los espectros de RPE registrados a partir de muestras congeladas de forma ultrarrápida en el 
transcurso de la reacción revelan que después de la adición de KO2 a [(2BB)CuI]OTf en 
acetonitrilo, aparece una señal característica de un complejo cúprico en un entorno axial, con 
g‖ = 2.250, g⊥ = 2.050 [A‖ = 536 MHz (191 G), A⊥ = 81 MHz (29 G)] Figura 4.9, Figuras 
Anexo 8.12 y 8.13. En PB, la adición de KO2 resultó en una señal axial asignada a especies 
monoméricas de Cu(II) (g‖ = 2.270, A‖ = 494.63 MHz, g⊥ = 2.054, Figura Anexo 8.14. Tanto 
en acetonitrilo como en PB  la señal se vuelve más intensa al agregar celobiosa, posiblemente 
debido a la generación de la especie propuesta [(2BB)CuII(OH)(H2O)]+ detectada por ESI-
MS, después de la abstracción de hidrógeno.19 La reacción análoga de 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 en disoluciones de CH3CN o PB con KO2 no mostró cambios 
considerables en sus espectros de absorción UV-vis, incluso después de la adición de 

                                                 
19 Donoghue, P. J., et.al. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 17602. 
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celobiosa, ver Anexo Figuras 8.15 y 8.16. No se obtuvo evidencia de especies de cobre-
oxígeno por ESI-MS o espectroscopía RPE en las reacciones del complejo Cu(II) con KO2. 
Por lo tanto, un complejo cúprico-superoxo no parece formarse bajo estas condiciones. 
 

Reactividad de [(2BB)Cu]OTf y [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 con H2O2 

 
La reacción de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 con H2O2 se monitoreó mediante espectroscopía UV-
vis para determinar si se forman diferentes especies en relación con la reacción del complejo 
Cu(I) y O2, en acetonitrilo y en PB (pH 7.0). Tanto en acetonitrilo como en PB no se 
observaron cambios con respecto a los espectros originales, incluso después de la adición de 
celobiosa (ver Anexo Figuras 8.17 y 8.18 respectivamente). El análisis por HPLC-MS indicó 
que la celobiosa no sufrió degradación. En contraste, la reacción de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 
con mezclas 1:1 de H2O2/Et3N en acetonitrilo dio como resultado cambios espectrales 
caracterizados principalmente por una absorbancia máxima alrededor de 365 nm (ver Figuras 
4.12-4.13) y una transición d-d en 670 nm. Otro complejo de cobre parece estar presente, 
basado en el hombro observado en 330 nm. 
 

 
Figura 4.12. Espectros UV-vis a temperatura variable de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 (0.3 mM 
en CH3CN) después de la adición de 8 equivalentes de H2O2/Et3N. 
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Figura 4.13. Espectro UV-vis de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 (0.3 mM en CH3CN, línea azul), 
después de la adición de 8 equivalentes de H2O2/Et3N a 243 K (línea morada), y después de 
la adición de celobiosa (línea verde).  
 
Una mezcla de los complejos dimérico [{(2BB)CuII}2(µ-2:2-O2)]

2+, y monoméricos 
[(2BB)CuII(OOH)(S)]+ y/o [(2BB)CuII(OH)(S)]+ propuestos (ver Esquema 4.2) pueden ser 
responsables de las características ópticas descritas, con un amplio precedente para los 
complejos (-2:2-O2-peroxo)dicobre(II) con bandas de absorción intensa alrededor de 360 
nm.20 Los pocos ejemplos reportados de complejos monoméricos tetragonales hidroperoxo e 
hidroxo cúprico, presentan bandas LMCT que se desplazan hacia el azul con respecto a las 
especies diméricas peroxo-puenteadas,21 que es consistente con nuestras observaciones en 
330 nm. La similitud con el espectro de absorción UV-vis de la mezcla de reacción con 
[(2BB)CuI]+ y dioxígeno (ver Figura 4.14), sugiere además la formación de la especie peroxo-
dicobre(II) en la reacción de Cu(I) con O2 descrito anteriormente. [{(2BB)CuII}2(-2:2-
O2)]

2+ puede formarse mediante la captura rápida de un superoxo cúprico formado 
inicialmente [(2BB)CuII(O2)]

+, por un segundo equivalente de [(2BB)CuI]+. La reacción de 

                                                 
20 Casella, L., et. al. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1991, 1611; Casella, L., et. al. J. Chem. Soc., Dalton Trans. 1994, 3203; Casella, L., 
et. al. Inorg. Chem. 1996, 35, 7516; Garcia-Bosch, I., et. al. Angew. Chem. Int. Ed., 2010, 49, 2406; Baldwin, M.J., et. al. J. Am. Chem. 
Soc. 1992, 114, 10421; Pidcock, E., et. al. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 1299. 
21 Wada A., et. al. Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 798; Kodera, M., et. al. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 7715; Maiti, D., et. al. J. Am. 
Chem. Soc. 2007, 129, 6998; Donoghue, P.J., et. al. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 17602. 
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[(2BB)CuI]OTf con H2O2 también se analizó por absorción UV-vis y técnicas RPE, lo que 
resultó en espectros con características no muy bien definidas. 

 

 
 

Figura 4.14. Espectros UV-vis comparativos de [(2BB)CuI]OTf, 0.3 mM CH3CN a 243 K 
antes (línea verde clara) y después de la adición de O2 (línea verde oscura); 
[[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2, 0.3 mM CH3CN a 243 K antes (línea azul clara), y después de la 
adición de 8 equivalentes de 1:1 H2O2/Et3N en disolución de acetonitrilo (línea azul oscura). 
Insertos: regiones expandidas de 250 a 500 y 500 a 900 nm. 
 
La presencia de especies dicobre en la disolución de acetonitrilo se confirmó por 
espectrometría de masas de ionización por criospray (CSI-MS) en condiciones similares a 
las empleadas para la espectroscopía de absorción UV-vis. Tan pronto como 3 equivalentes 
de H2O2/Et3N se agregaron a [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 en acetonitrilo, la muestra se inyectó a 
243 K, identificando las especies [(2BB)2CuII

2(µ-CO3)(OTf)]+, [(2BB)2CuII
2(O2)]

2+ y 
[(2BB)CuII(OH)(H2O)]+. La comparación espectral con la muestra inyectada y adquirida a 
293 K (una vez que la banda en 365 nm decae) muestra que se forman especies similares, 
pero las especies bimetálicas se favorecen a una temperatura más alta, en función de sus 
intensidades (Tabla 4.2, Figura 4.15). 
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Tabla 4.2. Especies detectadas por CSI a partir de la reacción de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 
con H2O2/Et3N. 

Número Estructura propuesta Temperatura 
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Figura 4.15. Espectros de masas, ionización positiva CSI-MS de los productos de 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 con H2O2/Et3N en CH3CN, adquiridos a 243 K (arriba) y 293 K 
(abajo). 
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El análisis de la mezcla de reacción por espectroscopia RPE revela que después de la reacción 
de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 con 1:1 H2O2/Et3N en acetonitrilo, la señal característica de un 
complejo cúprico en un ambiente de coordinación axial se vuelve débil después de 10 min 
(Anexo Figura 8.19; la integración frente a una disolución estándar de trifluorometilsulfonato 
de cobre(II) 3 mM correspondía al 18% del Cu(II) original en disolución), probablemente 
debido a la formación de la especie antiferromagnéticamente acoplada [{(2BB)CuII}2(-


2:2-O2)]
2+; esta especie es estable durante al menos 2 h a 243 K, según las mediciones de 

UV-vis y RPE (Anexo Figura 8.20). La adición de un anión potencialmente quelante como 
acetato (OAc-, 3 equivalentes en metanol/acetonitrilo) a una disolución 0.3 mM de 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 en acetonitrilo, se probó para estudiar la naturaleza de las especies 
diméricas formadas tras la adición de 30 equivalentes de H2O2/Et3N (ver sección 
experimental).22 La reacción se siguió mediante espectroscopía de absorción UV-vis a 243 
K, mostrando la generación de la banda en 365 nm (más intensa), atribuida a [{(2BB)CuII}2(-


2:2-O2)]
2+, junto con nuevas bandas en 414 nm y 440 nm, Figura 4.16. 

 

 
Figura 4.16. Espectro de absorción UV-vis de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 (0.3 mM en CH3CN, 
3 equivalentes de NaOAc en 60 µL CH3CN/MeOH, línea negra) después de la adición de 3 
equivalentes de 1:1 H2O2/Et3N (verde) y 30 equivalentes (marrón); seguimiento de la reacción 
y espectro final después de 100 min (púrpura). 
 

                                                 
22 Hedman, B., et. al. J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 9268; Funahashi, Y., et. al.  J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 16444. 
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La banda en 365 nm decae luego de un período de 75 minutos a 243 K, con el consiguiente 
aumento en la intensidad de las bandas en 414 nm y 440 nm; esta transformación ocurre casi 
instantáneamente al aumentar la temperatura a 293 K. Se observaron resultados similares al 
agregar O2, KO2 o H2O2 a complejos cuprosos y cúpricos en presencia de OAc-. Los productos 
en la mezcla de reacción fueron caracterizados por ESI-MS y los picos en m/z 396 y 450 se 
asignaron a complejos mononucleares de cobre. Una especie dimérica también fue detectada 
en m/z 886, Esquema 4.1. Otra especie dicobre generada parece tener estabilidad térmica 
limitada, así que también fueron adquiridos espectros criogénicos de masas bajo las mismas 
condiciones. El análisis CSI-MS de los productos finales a 243 K revelaron la presencia de 
[(2BB)2CuII

2(-2-OAc)2(OTf)]+ y [{(2BB)CuII}2(-2:2-O2)]
2+ (los patrones isotópicos 

experimental (superior) y simulado (inferior) de las especies de cobre identificados a 243 K 
y 293 K se resumen en la Tabla 4.3), con sus intensidades aumentando al calentar la mezcla 
a 293 K,  Figura 4.17. Estudios espectroscópicos de RPE complementarios revelan que, una 
vez que se agrega H2O2/Et3N, la señal característica del complejo cúprico en un entorno de 
coordinación axial (g‖ = 2.270, A‖ = 411.8 MHz, g⊥ = 2.077) se debilita después de 
aproximadamente 10 minutos (g‖ = 2.400, A‖ = 485.4 MHz, g⊥ = 2.052) debido a la formación 
de [{(2BB)CuII}2(µ-η2:η2-O2)]

2+ acoplado antiferromagnéticamente, Figura 4.18. 
 

Tabla 4.3. Especies detectadas por CSI a partir de la reacción de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2  con 
H2O2/Et3N en presencia de acetato de sodio. 
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Figura 4.17. Espectros de masas, ionización positiva CSI-MS de productos de 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 con H2O2/Et3N en CH3CN, adquiridos a 243 K (arriba) y 293 K 
(abajo) en presencia de NaOAc. 
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Figura 4.18. Espectro RPE de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 (3 mM en CH3CN, 243 K, línea azul), 
después de la adición de 3 equivalentes de acetato de sodio (línea verde) y después de la 
adición de 3 equivalentes de H2O2/Et3N (línea cian oscura). 
 
 

Espectroscopía de Raman Resonante 
 
Con el fin de llevar a cabo caracterización adicional del dímero propuesto [{(2BB)CuII}2(-


2:2-O2)]
2+ y el complejo asociado formado después de la adición de NaOAc e intentar 

adjudicar la identidad de las bandas observadas por espectroscopía de absorción UV-vis en 
365 nm y 414 y 440 nm, respectivamente, se realizaron experimentos de espectroscopía 
Raman resonante. Las mediciones fueron llevadas a cabo con las mezclas de 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2  y 1:1 H2O2/Et3N, con y sin acetato de sodio adicionado, 
posteriormente se realizó la excitación láser en 355 y 457 nm. Los espectros de Raman con 
excitación en 355 nm fueron hechos a 243 K para favorecer la detección de [{(2BB)CuII}2(-


2:2-O2)]
2+, mientras que la excitación en 457 nm fue hecha a 293 K para favorecer la 

formación de las especies no identificadas que dan absorción máxima en 414 y 440 nm 
(Figuras 4.19 y 4.20). Como se ve en los espectros, aunque hay presencia de señales intensas, 
no se evidenciaron bandas claramente sensibles a marcaje isotópico (H2

16O2 vs H2
18O2), ya que 

los espectros parecen estar dominados por vibraciones basadas en los ligantes. En el caso de 
[{(2BB)CuII}2(-2:2-O2)]

2+, la banda de absorción principal en el espectro de UV-vis está 
asociada a una transición centrada en 2BB.  
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Figura 4.19. Espectro de Raman Resonante de[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 (3 mM en CH3CN, 
243 K, traza azul) en presencia de 3 equivalentes de acetato de sodio y después de la adición 
de 30 equivalentes de H2

16O2/Et3N (línea naranja) o H2
18O2/Et3N (línea gris). 

 

 
Figura 4.20. Espectro de Raman Resonante de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 (3 mM en CH3CN) 
en presencia de 3 equivalentes de acetato de sodio y 30 equivalentes H2

16O2/Et3N (293 K, 
línea azul) o H2

18O2/Et3N (línea naranja). 
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Oxidaciones a escala preparativa de celobiosa con [(2BB)Cu]OTf y 
[(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 

 
Se realizaron pruebas de degradación de celobiosa (10 equivalentes con respecto al complejo 
de cobre) con disoluciones de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 0.3 mM en acetonitrilo y 10 
equivalentes de H2O2/Et3N a 243 K (ver sección experimental). Se evaporaron los materiales 
volátiles a presión reducida y los sólidos resultantes se disolvieron en agua y se analizaron 
por HPLC-MS. Se detectaron 11 compuestos en el cromatograma, tal como se muestra en la 
Figura 4.21. La identidad de los componentes mayoritarios fue asignada con base en la 
comparación de los patrones isotópicos experimentales vs. calculados, de donde se determina 
que el compuesto 1 corresponde a celobiosa, el 2 a un posible producto de monooxidación 
de celobiosa, los productos 7-9 a mezclas de posibles productos de deshidratación y el 
producto 11, con un m/z de 241, a gluconato de sodio. (ver Anexos: Figura 8.21 y Tabla 8.4).  
 

 
Figura 4.21. Cromatograma de productos de en disolución de acetonitrilo con 0.3 mM de 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2, 10 equivalentes de H2O2/Et3N y 10 equivalentes de celobiosa. 
 
De manera similar, se realizó una reacción comparativa generando el complejo de Cu(I) in 
situ a partir de la reducción de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 con 10 equivalentes de ascorbato de 
sodio y posterior burbujeo de O2, seguido de la adición de 10 equivalentes de celobiosa (ver 
sección experimental), se detectaron 4 compuestos mayoritarios, como se muestran en la 
Figura 4.22 y se con base a los patrones isotópicos experimentales vs. calculados, se asignó 
la identidad de cada fracción: la 1, correspondiente a celobiosa, la 2 ácido ascórbico, el 3 a 
una mezcla de glucosa y derivado de deshidratación y la 4, con un m/z de 241, a gluconato 
de sodio. (ver Anexos: Figura 8.22 y Tabla 8.5). 
 

 
Figura 4.22. Cromatograma de la reacción de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 0.3 mM en acetonitrilo 
con 10 equivalentes de L-ascorbato de sodio, burbujeo de O2 y 10 equivalentes de celobiosa. 
 
Así pues, siendo que como producto común de estas reacciones se detectó gluconato de sodio 
por HPLC-MS (Esquema 4.3 y Tabla 4.4), se demuestra que el sistema [(2BB)CuII/I]2+/+ tiene 

Celobiosa 

Acido ascórbico 

Glucosa+Glucosa-H2O 
Gluconato de sodio 

Celobiosa 

Gluconato de sodio 

Glucosa oxidada +Glucosa-H2O 



61 
 

actividad biomimética para la degradación oxidativa de celobiosa en presencia del agente 
oxidante apropiado.  
Cabe señalar que adicionalmente se hizo otra reacción empleando [(2BB)CuI]+ generado in 
situ en PB con O2 como oxidante (ver sección experimental), la cual mostró ser ligeramente 
más selectiva hacia la formación de ácido glucónico (cuando se emplean 1.2 equivalentes de 
ascorbato de sodio para la reducción in situ) y gluconato (con 2.4 equivalentes de ascorbato 
de sodio), ya que se detectaron en mayor rendimiento por HPLC-MS (ver Anexos: Figuras 
8.23-8.24 y Tablas 8.6-8.7). En PB con H2O2/Et3N como oxidante, la glucosa doblemente 
oxidada en el Esquema 4.3, es el producto principal (se detectaron 10 compuestos en el 
cromatograma de los cuales el compuesto 1 corresponde a celobiosa, 2,3 y 5 a glucosa 
doblemente oxidada, 4 a glucosaldehido, 6 a asociación de glucosa oxidada y producto de 
deshidratación, 7-9 a productos de deshidratación y el 10 a gluconato de sodio, ver Anexo 
Figura 8.25 y Tablas 8.8 con asignación de compuestos). La reacción con H2O2 como oxidante 
muestra un mayor grado de degradación de la celobiosa, pero se observan más productos (es 
decir, H2O2 es un oxidante más activo, pero menos selectivo, Tabla 4.4).  
Las reacciones también se realizaron usando complejo cúprico reducido in situ (con 1.2 y 2.4 
equivalentes de ascorbato) y KO2 como agente oxidante, con productos de degradación 
similares detectados, además de celobiosa sin degradar (Anexos: Figuras 8.27-8.28 y Tablas 
8.10-8.11). Los experimentos de control con [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2, CuSO4, H2O2/Et3N y 
CuSO4/H2O2/Et3N (Anexos: Figuras 8.29, 8.31-8.34) no muestran degradación oxidativa de la 
celobiosa, aunque se detectó un producto de deshidratación previamente observado en m/z 
334. Finalmente, se debe tener cuidado en la interpretación de los cromatogramas, ya que 
todas las muestras que contienen H2O2 tienen un producto de lixiviación de la columna de 
HPLC (Anexo Figura 8.30). 

 
 
Esquema 4.3. Degradación de la celobiosa por [(2BB)CuII/I]2+/+ y varios oxidantes, con los 
productos más relevantes detectados por HPLC-MS. 
 
Como dato comparativo se probó la oxidación de glucosa en PB con 0.3 mM 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2  y 10 equivalentes de H2O2/Et3N (Anexo Figura 8.26, Tabla 8.9), 
resultando en el producto de monooxidación como principal componente en relación con la 
doble oxidación (33% frente a 14%). Además de la glucosa sin reaccionar, se detectaron 
gluconato de sodio y gluconaldehído en pequeñas cantidades (Tabla 4.4). El único precedente 
de sistemas inorgánicos relacionados capaces de escindir derivados de glucosa no presenta 

Celobiosa 
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uniones directas entre glucósidos como la celobiosa, sino al 4-nitrofenolato como grupo 
saliente.23 
 
Tabla 4.4. Compendio de especies asignadas en reacciones de degradación de celobiosa y 
glucosa (% de rendimiento por integración de HPLC). 
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% [2Celobiosa+H]+ - - - 43.8 75 - - - 
% [Celobiosa-OH]+ - - - - - 5.1 - - 
% [Na+2Celobiosa]+ - - - - - - 8.1 - 
% [Na+Celobiosa]+ 65 9.1 1.6 - - 7.7 - - 

% [Na+Celobiosa-OH]+ - 8 10.5 - - - - - 
% [Na+Celobiosa-2OH]+ 28 63.5 12 - - 70 - - 

% [Na+Glucosa]+ - - - 2.1 4.9 - - 13.1 
% [Na+Gluconato]+ 5 - 19.3 4.3 - 3 2.1 1.3 

% [NaGlucosil sodio éter 
+2H2O]+ 

- 15.6 18.5 - - - - - 

% [Na+Ácido Glucónico]+ - - - - 1.8 - - - 
% [K+Ácido Glucónico+H2O]+ - 3.8 - - - - - - 

% [Glucosa 
monooxidada+C2H4O2]

+ 
- - 1.4 - - - - - 

% [Glucosa doblemente 
oxidada+H]+ 

- - 2 8.7 - - 18 14.2 

% [K+Glucosa+H2O]+ - - 16.5 - - - - - 
% [2Celobiosa doblemente 

oxidada+H]+ 
- - - 31.6 - - - - 

% [Glucosa oxidada 
+celobiosa+H]+ 

- - - 7.2 10.8 - 15.2 33 

% [Na+Glucosa +C3H4O2]
+ - - - - - 3.3 - - 

% [Na+Glucosa+Glucosa-2OH]+ - - - - - 4 - - 
% [Na+Glucosa doblemente 

oxidada+2H2O]+ 
- - - - - - 37.2 - 

% [Na+Glucosa o 
Na+Glucoaldehido]+ 

- - - - - - 10 4.9 

% [Glucotriosa+H] + - - - - - - 2.2 - 

                                                 
23 Concia, A.L., et. al. Inorg. Chem. 2017, 56, 1023; Muthuramalingam, S., et. al. J. Catal. 2019, 372, 352. 
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Estudios computacionales 

 
La viabilidad termodinámica de las especies cobre-oxígeno que pueden formarse en 
presencia de los agentes oxidantes analizados (O2, KO2 y H2O2), fue evaluada mediante 
estudios de teoría de funcionales de la densidad (DFT por sus siglas en inglés). Las reacciones 
de [(2BB)CuI]+, [(2BB)CuII]2+, [(2BB)CuI(S)]+ y [(2BB)CuII(S)]2+ (S = H2O, CH3CN) con 
oxígeno molecular, superóxido de potasio o peróxido de hidrógeno fueron evaluadas teniendo 
en cuenta que parecen generar la especie dimérica [{(2BB)CuII}2(-2:2-O2)]

2+ y 
potencialmente [{(2BB)CuIII}2(-O)2]

2+. Las estructuras optimizadas fueron validadas por 
comparación de los parámetros de enlace obtenidos, con los observados en la caracterización 
estructural de los complejos. 

Complejos iniciales: [(2BB)CuI]+ y [(2BB)CuII]2+ fueron considerados con una molécula de 
agua o de CH3CN coordinada, dado que dichos disolventes fueron empleados para 
mediciones físicas y pruebas de reactividad. Para ambos disolventes, la coordinación de una 
molécula es energéticamente favorable, con valores entre 3 y 30 kcal mol-1 (Tabla 4.5). Las 
energías libres de Gibbs para los complejos cuprosos con disolvente coordinado, calculadas 
para [(2BB)CuI(H2O)]+ y [(2BB)CuI(CH3CN)]+ fueron -3 y -5 kcal mol-1, bastante bajas en 
comparación con las constantes de enlace calculadas para sus contrapartes cúpricas. Esto es 
consistente con la falta de evidencia experimental para moléculas de disolvente coordinadas 
en estado sólido o en disolución por ESI-MS, lo cual puede ser atribuido a la alta labilidad 
de los centros de Cu(I). Las geometrías de [(2BB)CuI]+ y la coordinación de disolvente 
relacionado [(2BB)CuI(H2O)]+ fueron optimizadas y sus principales parámetros geométricos 
se muestran en la Tabla Anexo 8.12. La optimización inicial fue ensayada con [(2BB)CuI]+ y 
probada subsecuentemente con una molécula de H2O como ligante, revelando que los átomos 
de nitrógeno se mantienen en una configuración plana. En la molécula resultante 
[(2BB)CuI(H2O)]+, el centro cuproso debe estar definido como tetracoordinado, pero la 
distancia calculada del átomo de nitrógeno de la amina central al ion Cu+ es 
considerablemente más larga que en ausencia de H2O coordinada (2.407 vs 2.940 Å). 

 

Tabla 4.5. Energías libres de formación de [(2BB)CuI]+ y [(2BB)CuII]2+ con S = H2O o CH3CN. 

Reacciones G (fase gas) G (CH3CN) 

[(2BB)CuI]+ + CH3CN → [(2BB)CuI(CH3CN)]+ -11.2 -4.8 

[(2BB)CuII]2+ + CH3CN → [(2BB)CuII(CH3CN)]2+ -30.9 -16.8 

[(2BB)CuI]+ + H2O → [(2BB)CuI(H2O)]+ -8.9 -3.1 

[(2BB)CuII]2+ + H2O → [(2BB)CuII(H2O)]2+ -26.6 -19.0 

 

Propiedades redox: Los potenciales redox para los pares [(2BB)CuII/I]2+/+, 
[(2BB)Cu(CH3CN)II/I]2+/+ y [(2BB)Cu(H2O)II/I]2+/+ fueron estimados por simulación de los 
procesos de oxidación en disolución de acetonitrilo y referenciados al par 
ferricinio/ferroceno.24 El potencial calculado para la especie trigonal [(2BB)CuII/I]2+/+ fue 219 
mV, que difiere significativamente del calculado con una molécula de acetonitrilo coordinada 

                                                 
24 Gagne, R.R., et. al. Inorg. Chem. 1980, 19, 2854. 
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(-135 mV) o agua (-305 mV). Dado que los últimos valores, con disolvente coordinado a los 
centros de cobre, están razonablemente cerca al valor determinado experimentalmente en 
disolución de acetonitrilo (E1/2 = -272 mV vs. Fc+/Fc), la coordinación de disolvente parece 
ser plausible. En todos los casos, los pares redox involucran un proceso centrado en el metal, 
es decir el par CuII/I. 

Especies diméricas: Durante nuestros intentos por detectar especies cobre-oxígeno que 
pueden ser responsables de la oxidación de celobiosa, los candidatos principales son las 
especies dicobre(II) [{(2BB)CuII}2(-2:2-O2)]

2+ y derivados que tienen acetato como co-
ligante. Debido a que varias geometrías para los núcleos Cu2O2 se han descrito en la 
literatura,25 se consideraron diferentes conformaciones de los ligantes en la optimización 
molecular de especies dicobre, Figura 4.24. Sus energías relativas en acetonitrilo fueron 
calculadas (Tabla 8.13) y, como se esperaba teniendo en cuenta los resultados experimentales, 
los complejos bimetálicos mostraron ser más estables que los complejos mononucleares de 
Cu(I) con arreglo de T por más de 20 kcal mol-1 en CH3CN. Sin embargo, la presencia de 
acetato modifica la coordinación de dioxígeno alrededor de los centros metálicos, 
prediciendo la especie adicional [{(2BB)CuII}2(-1:1-O2)(-AcO)]+. 

 

Figura 4.24. Complejos diméricos calculados, con diferencia de energías en kcal mol-1 (las 
letras negras corresponden a la fase gaseosa, las letras rojas corresponden a las de acetonitrilo 
como PCM).  

                                                 
25 Baldwin, M.J., et. al. J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 10421; Pidcock, E., et. al. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 1299; Ottenwaelder, X., et. 
al. J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 9268; Funahashi, Y., et. al. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 16444. 
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Los espectros de UV-vis fueron calculados para complejos con y sin acetato como co-ligante 
(Figura 4.25). Aparentemente, la coordinación de un acetato puente no altera las transiciones 
electrónicas principales en los complejos bimetálicos. Para [{(2BB)CuII}2(μ-η2:η2-O2)]

2+, fue 
calculada una banda intensa alrededor de 330 nm con carácter de transferencia de carga de 
2BB a dioxígeno, junto con una señal más débil en 420 nm con carácter MLTC. La primera 
banda es consistente con la absorción en 365 nm observada experimentalmente. Para la 
especie optimizada [{(2BB)CuII}2(-1:1-O2)(-AcO)]+ (especie D en la Figura 4.24), una 
banda de intensidad media se predice en 420 nm, aunque la predicha en 650 nm no se observa 
experimentalmente (Figuras 4.24 y 4.26); la asignación de [{(2BB)CuII}2(-1:1-O2)(μ-
AcO)]+ es solamente tentativa, sin verificación experimental. 

 

 
 

Figura 4.25. Espectros simulados de UV-vis de las especies diméricas A-E (ver Figura 4.24) 
de [(2BB)CuI]+ con una molécula de O2, con o sin CH3COO- (AcO-) en la fase gas y CH3CN 
como PCM. 
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Figura 4.26. Transiciones electrónicas calculadas para los espectros UV-vis simulados de 
las especies A-E. 
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Figura 4.26. Transiciones electrónicas calculadas para los espectros UV-vis simulados de las 
especies A-E (continuación).   
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Capítulo V. Conclusiones 
 
[(2BB)CuI]+ actúa como un modelo estructural y electrónico del sitio reducido de las enzimas 
LPMO. Los estudios de especiación a diferentes valores de pH, junto con las mediciones 
electroquímicas y de espectrometría de masas a pH 9.0-10.5, nos permiten establecer que el 
pKa de las moléculas de agua unidas a los centros cúpricos coordinados a 2BB es más bajo 
que el de la amina central del ligante. Esta observación es relevante para el sistema 
enzimático, donde parece estar imposibilitada la deprotonación de la amina en el abrazo de 
histidina que se ha propuesto en la literatura. 

 

La escisión oxidativa de celobiosa como sustrato modelo de polisacáridos como la celulosa 
puede efectuarse en presencia de [(2BB)CuI]+ o [(2BB)CuII(H2O)2]

2+ bajo las condiciones 
apropiadas. La identificación clara de una especie cobre-oxígeno responsable de la activación 
C-H que conlleva a la ruptura oxidativa de la celobiosa no fue posible a través de los métodos 
espectroscópicos empleados: absorción UV-vis a baja temperatura, espectrometría de masas, 
Raman resonante o RPE en CH3CN o PB. Sin embargo, se detectaron especies intermediarias 
reactivas potenciales por ESI-MS, y también se identificó el complejo 
[(2BB)CuII(OH)(H2O)]+ como el producto final común a todos los estudios de reactividad 
llevados a cabo, lo cual proporcionó algunas pistas con respecto a las posibilidades 
mecanísticas descritas. 

 

Los estudios de HPLC-MS a escala preparativa evidenciaron mayor degradación de 
celobiosa cuando se proporcionó una fuente más reducida como agente oxidante en nuestro 
sistema (es decir H2O2 vs O2), lo cual sin embargo conllevó a una menor selectividad. Esto es 
consistente con el mecanismo tentativo que se ha propuesto para las LPMOs, el cual implica 
que la combinación reactiva más competente es Cu(I)/H2O2.

1 Además existen propuestas 
donde H2O2 se postula como el agente oxidante natural para la degradación de polisacáridos.2 
No obstante, la identificación de las especies activas cobre-oxígeno involucradas en  el paso 
clave de activación de enlaces C-H sigue siendo un desafío en la química bioinorgánica del 
cobre. 

 

  

                                                 
1 Walton, P. H., et. al., Curr. Opin. Chem. Biol. 2016, 31, 195. 
2 Itoh, S. Acc. Chem. Res. 2015, 48, 2066; Quist, D.A., et. al. J. Biol. Inorg. Chem. 2017, 22, 253. 
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Capítulo VI. Perspectivas 
  

Como complemento de los resultados obtenidos con el sistema [(2BB)CuII/I] 2+/+ para 
publicación se deben repetir los estudios de degradación de polisacáridos recalcitrantes 
diferentes a celobiosa. 
 
Con el fin de establecer estudios comparativos, estructurales y funcionales de los sistemas 
basados en bencimidazol e inspirados en el sitio activo de las LPMO, se requiere realizar 
la síntesis y caracterización completa de los complejos cúpricos y cuprosos con los otros 
ligantes propuestos: (1F-2B) y (2F-2B), cuyas estructuras se referencian en la Figura 8.1.  
 
 

 

 

Figura 8.1. Estructuras de los ligantes complementarios basados en bencimidazol. 

Adicionalmente, se requiere establecer las características redox inferidas por los sistemas 
[(1F-2B)CuII/I] 2+/+ y [(2F-2B) CuII/I] 2+/+, compararlas con el que provee [(2BB) CuII/I] 2+/+, y 
así poder adquirir información sistemática inherente a la implicación estructural en las 
características electrónicas y de mecanismo de degradación de polisacáridos 
recalcitrantes. Simultáneamente se deberá correlacionar con la información existente para 
el proceso de oxidación de polisacáridos de difícil degradación por enzimas LPMO en 
consideración a la estructura del sitio activo. 
 
Es necesario realizar las pruebas de reactividad y monitoreo (por espectroscopía UV-vis, 
RPE, Raman resonante, CSI-MS entre otras) de los sistemas [(1F-2B)CuII/I] 2+/+ y [(2F-2B) 
CuII/I] 2+/+ con los diferentes agentes oxidantes: O2, KO2, H2O2, H2O2/Et3N, de manera 
análoga al trabajo hecho para el sistema [(2BB) CuII/I] 2+/+, con miras  a establecer las 
diferentes especies cobre-oxígeno que se favorecen en cada caso. De esta forma se podrá 
establecer de manera más firme la actividad oxidativa con las potenciales especies cobre-
oxígeno generadas en la degradación de celobiosa.  
 
Finalmente, se deberán complementar los estudios de degradación de celobiosa, para 
extenderlos a celulosa y nuevos polisacáridos mediante estudios de HPLC-MS, 
empleando los sistemas propuestos [(1F-2B)CuII/I] 2+/+ y [(2F-2B) CuII/I] 2+/+.  

(2F-2B) (1F-2B) 
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Capítulo VII. Sección experimental 
 
7.1 General. Todos los procedimientos sintéticos para compuestos sensibles al aire 
fueron realizados bajo atmósfera de nitrógeno seco en la caja de guantes MBraun o 
por técnicas de Schlenk convencionales en línea de vacío/N2. El THF y el éter etílico 
se obtuvieron libres de oxígeno y de agua destilando sobre sodio/benzofenona bajo 
atmósfera de N2; el acetonitrilo fue destilado con CaH2. Para análisis de RMN se 
utilizaron CDCl3 99.8% y CD3CN 99.8%, obtenidos de Sigma-Aldrich o Cambridge 
Isotope Laboratories. Los reactivos fueron obtenidos de fuentes comerciales y se 
usaron tal como se recibieron; 2BB1 y [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2

2 fueron sintetizados de 
acuerdo a los procedimientos reportados en la literatura.  
 
7.2 Equipos. Los puntos de fusión se determinaron con un aparato Electrothermal 
MelTemp y no fueron corregidos. Los espectros de infrarrojo se adquirieron en un 
espectrofotómetro Bruker Tensor 27 entre 4000 y 400 cm-1 como pastillas de KBr. Los 
experimentos de monitoreo por UV-visible se realizaron empleando el 
espectrofotómetro Agilent modelo 8453 equipado con criostato Unisoku USP-203-A 
refrigerado con nitrógeno líquido. Los análisis elementales fueron obtenidos con un 
instrumento Exeter Analytical CE-440. Los espectros de Resonancia Paramagnética 
Electrónica (RPE)  se adquirireron en tubos de cuarzo a 77K con un espectrómetro 
JEOL JES-TE300 de 1.4T de campo magnético de banda X (9.4GHz). Los espectros 
de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 1H y 13C se adquirieron con un 
espectrómetro JEOL Eclipse 300 o un Bruker Avance DRX a 300 y 75 MHz o 500 y 
125 MHz respectivamente, usando la señal residual de disolvente prótico residual o 
TMS como referencias internas (TMS δ = 0.00, CHCl3 δ = 7.26 ppm, CD3CN δ = 
1.94). Los experimentos de espectrometría de masas mediante ionización por 
electrospray (ESI-MS) se determinaron con un espectrómetro JEOL JMS-AX505HA. 
Los espectros de masas por bombardeo de átomos rápidos en modo positivo (FAB+) 
fueron adquiridos usando un espectrómetro de masas JEOL JMS-SX-102A operado a 
un voltaje de aceleración de 10 kV de una matriz de alcohol nitrobencílico, usando 
átomos de Xenón a 6 keV. Los espectros de masas por ionización por Criospray fueron 
obtenidos en un instrumento Bruker MicrOTOF-Q II perteneciente a los Serveis 
Tecnics de la Universidad de Girona. Las muestras fueron introducidas en un 
espectrómetro de masas por inyección directa a la fuente de iones usando una jeringa 
y fueron calibradas externamente usando formiato de sodio. Se usó un aditivo de 
criospray. La temperatura de la nebulización y secado de gases fue fijada a −30°C. El 
instrumento fue operado en modos de ionización tanto positivo como negativo. 
 
7.3 Cristalografía de rayos X. Se montó un monocristal de [(2BB)CuI]OTf  en una fibra de 
vidrio y la muestra se estudió en un difractómetro Oxford Diffraction Gemini "A" con un 
área de detector CCD (MoK = 0.71073 Å, monocromador: grafito) equipado con una fuente 
de rayos-X sellada a 130 K. las constantes de celda unitaria se determinaron con un set de 
escaners 15/3 marcos/medición (1° en ω). El set de datos consistió en 235 marcos y una 

                                                 
1 Sorrell, T.N., et.al., Inorg. Chem. 1991, 30, 207; Casella, L., et. al., J. Chem. Soc., Dalton Trans. 1994, 3203. 
2 Casella, L., et. al. Inorg. Chem. 1996, 35, 1101; Castillo, I., et. al., Inorg. Chim. Acta. 2014, 422, 152. 
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distancia de cristal al detector de 55.00 mm. El método de doble paso de barrido fue usado 
para excluir cualquier ruido. Las frames colectadas fueron integradas usando una matriz de 
orientación determinada a partir de los marcos adquiridos. Los paquetes de software 
CrysAlisPro y CrysAlis RED se usaron para la recolección de datos e integración.3 El análisis 
de los datos integrados no reveló decaimiento alguno. Las constantes de celda finales fueron 
determinadas por un refinamiento global de 12733 reflecciones ( < 29.51°). los datos 
recolectados fueron corregidos por absorbancia, midiendo corrección de asborción analítica 
usando un modelo cristalino multifacético basado en expresiones bajo la simetría Laue 
usando reflecciones equivalentes.4 La resolución estructural y refinamiento fueron llevados 
a cabo con los software SHELXS-20145, SHELXL-20146 y WinGX v2014.1,7 para preparar 
el material para publicación. Refinamiento de mínimos cuadrados de matríz completa fue 
llevado a cabo por minimización (Fo

2–Fc
2)2. Todos los átomos diferentes de hidrógeno fueron 

refinados anisotropicamente. El átomo de H del grupo amino (H–N) fue ubicado en el mapa 
de diferencia y refinado isotrópicamente con Uiso(H) = 1.2 para H–N. los átomos de H unidos 
a los átomos de C fueron ubicados en posiciones idealizadas geométricamente y refinadas 
como  si se trabajara con sus átomos padre, con C–H = 0.95–  0.99 Å y con Uiso(H) = 1.2Ueq(C) 
para los grupos aromáticos y grupos metileno y Uiso(H) = 1.5Ueq(C) para los grupos metilo. 
Un resumen de los datos cristalográficos se presenta en las Tablas Anexo 8.1-8.3, del capítulo 
de caracterización. Las figuras de las estructuras cristalinas fueron adquiridas con el 
programa Mercury versión 1.1.4 para Windows. Los datos cristalográficos se han depositado 
en el Centro de Datos Cristalográficos Cambridge CCDC 1821707. Copias de los datos 
pueden ser obtenidos sin cargo del CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK. E-
mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk. 
 
7.4 Detalles computacionales. Cálculos sin restricciones fueron llevados a cabo usando el 
paquete Gaussian 09.8 Se aplicó el método de funcional híbrido de densidad conocido como 
B3LYP.9 Potenciales efectivos de núcleo (ECP) fueron usados para representar los electrones 
más internos de los átomos de metales de transición y el set de base de calidad de doble 
valencia- LANL2DZ asociado con los pseudopotenciales.10 El conjunto de base que fue 
usado para los elementos de grupo principal fue 6-31G*.11 Los efectos de disolvente fueron 
tomados en cuenta en los cálculos como campos dieléctricos continuos (acetonitrilo, ε = 
36.64 y agua ε = 78.3553)12 mediante el uso de geometrías optimizadas para la fase gas 
(cálculos de punto único). Las energías libres de Gibbs en disolución fueron calculadas a 
partir del ciclo termodinámico de procesos químicos por adición de los efectos de disolvente. 
Los potenciales redox fueron estimados a partir de estos cálculos de disolvente usando como 
referencia el valor de 5.08 V para el estándar absoluto de electrodo de hidrógeno (SHE) en 
acetonitrilo.13 Los parámetros geométricos fueron analizados usando el programa SHAPE.14 

                                                 
3 Agilent (2013). CrysAlis PRO. Agilent Technologies Ltd, Yarnton, Oxfordshire, England. 
4 Clark, R.C., et.al. The analytical calculation of absorption in multifaceted crystals. Acta Crys. 1995, 51, 887. 
5 Sheldrick, G.M. SHELXT - Integrated space-group and crystal-structure determination. Acta Cryst. 2015, A71, 3. 
6 Sheldrick, G.M. Crystal structure refinement with SHELXL. Acta Cryst. 2015, C71, 3. 
7 Farrugia, L.J. WinGX suite for small-molecule single-crystal crystal-lography. J. Appl. Crystallogr. 1999, 32, 837. 
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Las energías de excitación vertical fueron obtenidas a partir de TD-DFT tal como se 
implementó en Gaussian 09 en presencia de disolvente (acetonitrilo). Los cálculos fueron 
desarrollados al mismo nivel computacional como estados singulete para las especies 
diméricas, usando la aproximación de simetría rota. También se calcularon estados singulete 
y triplete de capa cerrada, observando tan solo pequeñas diferencias energéticas. 
 

7.5 Electroquímica. Las mediciones de voltamperometría cíclica fueron hechas bajo 
atmósfera de N2 en CH3CN anhidro o en disoluciones de buffer de carbonato a pH 10.5 o 
buffer de fosfato a pH = 5.0, 7.0 y 9.0, con un potenciostato-galvanostato CH Instruments 
equipado con un electrodo de trabajo de carbono vítreo y un electrodo auxiliar de platino. 
Los potenciales fueron tomados versus un electrodo de pseudoreferencia de 
AgBr(s)/Ag(alambre) inmerso en una disolución 0.1 M de NBu4Br en acetonitrilo o en agua 
destilada, dependiendo del experimento. Todos los voltamperogramas fueron adquiridos 
desde el potencial de corriente nula (Ei = 0) y fueron tomados en ambas direcciones, positiva 
y negativa, a una velocidad de barrido de 0.10 V s-1. De acuerdo con la convención de la 
IUPAC, los voltamperogramas medidos en acetonitrilo fueron referenciados contra el 
sistema ferricinio/ferroceno (Fc+/Fc)15 para establecer los valores de potenciales de media 
onda (E1/2) a partir de la expresión E1/2 = (Ea + Ec)/2. Para obtener el valor de corriente 
normalizada para cada complejo, la corriente medida fue dividida en la concentración molar 
exacta de las especies electroactivas. 
 
7.6 Estudios en disolución. Para las titulaciones potenciométricas, el electrodo fue calibrado 
en agua, usando buffers estándar a 25°C. Fue empleada una disolución comercial 0.1 M de 
NaOH, a la cual se le determinó la cantidad de carbonatos presentes usando el método de 
Gran, asegurando que su concentración fuera menor al 5%. La disolución de HNO3 a 
concentración 8 mM fue preparada directamente de ácido concentrado. Se usó biftalato de 
potasio como estándar interno (previo secado en estufa a vacío por 24 h antes de usar). 
Los analitos 2BB y [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 fueron acidificados en una relación 1:8 con 
respecto a HNO3 para asegurar la protonación completa, manteniendo en cada caso una 
concentración igual a 1.21 × 10-3 mol L-1. Durante todas las mediciones, las disoluciones 
fueron mantenidas en una celda especial con un recirculador de agua a 25°C, agitadas bajo 
atmósfera de nitrógeno, controlando la fuerza iónica a 0.1 M con NaNO3 y trabajando 
exclusivamente bajo condiciones homogéneas. Los datos potenciométricos fueron obtenidos 
por triplicado para cada caso (ácido, base, estándar interno, analitos) usando el titulador 
automático Titrino 702 SM y el programa TIAMO1.3; para cada triplicado se determinó la 
desviación estándar y los valores finales fueron promediados. Subsecuentemente, el software 
Hyperquad16 fue empleado para simular los datos obtenidos, de tal manera que las constantes 
se ajustaran al modelo con una χ2 menor a 12.6 con 95% de confianza y finalmente, la 
distribución de especies fue determinada usando el programa MEDUSA.17

 Los valores 
estimados de pKa se muestran en la Figura 4.3. 
 
7.7 Síntesis de [(2BB)CuI]OTf. En la caja de guantes a atmósfera inerte, se disolvieron (2BB) 
(100 mg, 0.30 mmol) y [CuI(CH3CN)4]OTf (113 mg, 0.30 mmol) en 10 mL de CH3CN 

                                                 
15 Gagne, R. R., et. al. Inorg. Chem. 1980, 19, 2854. 
16 Gans, P., et. al. Talanta, 1996, 43, 1739. 
17 Puigdomenech, I. MEDUSA: make equilibrium diagrams using sophis-ticated algorithms. KTH, Stockholm; 2009. 
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anhidro; luego de 3 h, los volátiles se evaporaron a presión reducida y los sólidos obtenidos 
fueron lavados con 10 mL de éter etílico anhidro para dar lugar a un producto microcristalino 
incoloro [(2BB)CuI]OTf (39 mg): Rendimiento: 24%; p.f. 150-152°C; 1H NMR (300 MHz, 
CD3CN): δ 7.46 (s, 5H, Ar), δ 7.26 (s, 1H, Ar), δ 7.11 (p, J = 7.2 Hz, 5H, Ar), δ 5.30 (dd, J 
= 13.4, 3.3 Hz, 1H, NH), δ 3.42 (m, 7H, N-metilo), δ 3.21 (m, 1H, CH2N-), δ 3.02 (dt, J = 
40.4, 20.2 Hz, 4H, CH2C-); ESI-MS m/z: [(2BB)CuI]+ = 396, [(2BB)CuI(OTf)]+ = 545; UV-
vis (CH3CN): 264 (1744), 270 (1577), 282 (7044); IR (KBr): 3273, 2957, 2906, 2852, 1614, 
1503, 1481, 1452, 1410, 1327, 1257, 1227, 1147, 1067, 1027, 974, 936, 850, 825, 750, 656, 
633, 570, 515, 455, 434; Análisis elemental calculado  para C21H22CuF3N5O3S (%): C, 46.28; 
H, 4.07; N, 12.85; experimental: C, 46.71; H, 4.15; N, 12.75. 
 
7.8 Deprotonación de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 con Et3N. El experimento de deprotonación 
para [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 fue llevado a cabo en una celda de UV-vis a temperatura 
ambiente, usando 2 mL de disolución de complejo a concentración 0.3 mM en disolución de 
acetonitrilo del complejo. La adición de un equivalente de Et3N (2 μL en acetonitrilo) fue 
seguida por UV-vis cada 5 minutos por un lapso de 20 minutos, manteniendo agitación 
constante. El procedimiento de adición de base se repitió tres veces más para una adición 
total de 4 equivalentes. Figura 4.7. 
 
7.9 Generalidades de los estudios de reactividad. Los estudios de reactividad que se llevaron 
a cabo con los complejos (2BB)-cobre, fueron monitoreados por UV-vis, ESI-MS y RPE. 
Para UV-vis, fueron preparadas disoluciones de concentración 0.3 mM del complejo en 
estudio, 2.5 mL de disolución fueron transferidas a una celda óptica de 1 cm (tipo Schlenk 
en caso del complejo cuproso, la cual fue sellada con un septum de goma). La celda fue 
transferida a un criostato pre-enfriado y llevada a 243 o 273 K, dependiendo del disolvente 
usado (CH3CN, PB pH 7.0) permitiendo llegar al equilibrio de temperatura por 20 minutos 
antes de la reacción. La oxigenación del complejo cuproso fue llevada a cabo, mediante el 
burbujeo de dioxígeno por 50 s a través de la disolución usando una cánula; la adición de 
KO2, H2O2 35% o H2O2/Et3N disueltos en CH3CN, H2O, o una mezcla MeOH/CH3CN (2:3) 
fue hecha de forma tal que por cada 2 μL de disolución, estuviera presente 1 equivalente de 
agente oxidante. La estabilidad de las especies formadas fue monitoreada mediante la 
medición de absorbancia cada 5 min por un periodo de una hora. La reversibilidad de cada 
sistema generado, también fue determinada mediante burbujeo de Ar por cánula a la 
disolución durante 50 s. Una vez las especies cobre-oxígeno se formaron, se adicionaron 10 
equivalentes de celobiosa como sustrato (disueltos en 20 μL de agua o de la mezcla 2:3 
H2O/CH3CN) bajo agitación; las muestras fueron monitoreadas midiendo absorbancia cada 5 
min por lapso de 40 min. Las mismas muestras fueron inyectadas al espectrómetro ESI-MS 
bajo las condiciones adecuadas. 
 
La caracterización por espectroscopía de resonancia paramagnética electrónica (RPE) de 
banda-X fue realizada en acetonitrilo congelado o PB pH 7.0/glicerol. En tubos quartz de 
RPE se tomaron 200 μL de disolución stock 3 mM del complejo cuproso o cúprico en CH3CN 
o PB/glicerol ([(2BB)CuI]OTf fue preparado en caja de guantes bajo atmósfera de nitrógeno) 
y fueron sellados con septum de goma. Las muestras se congelaron en nitrógeno líquido antes 
de la adquisición espectral a 77 K parar CH3CN y PB/glicerol. Los tubos fueron calentados 
en baños de hielo (273 para disolución en PB) o hielo:acetona (243 K para disolución en 
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CH3CN) hasta que las muestras se volvieron fluidas. La oxigenación de los complejos 
cuprosos fue llevada a cabo mediante burbujeo de O2 por 50 s a través de las disoluciones, 
usando una cánula larga. Los agentes oxidantes usados fueron: KO2 en 1:1 
metanol/acetonitrilo o H2O; H2O2 o H2O2/Et3N, manteniendo la relación de tal forma que cada 
2 μL de disolución, contuvieran 1 equivalente de agente oxidante. Posterior a la adición, los 
espectros fueron adquiridos nuevamente a 77 K. Después de la formación de las especies 
cobre-oxígeno, se adicionaron 10 equivalentes de celobiosa disueltos en 20 μL (de agua o la 
mezcla 2:3 MeOH/CH3CN) y el espectro se adquirió a 77 K. La generación in situ del 
complejo de Cu(I) a partir de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 fue realizada mediante adición de 1.2 
equivalentes de ascorbato de sodio en 20 μL de agua destilada o la mezcla 2:3 
MeOH/CH3CN. 
 
Los espectros Raman a 355 y 405 nm fueron tomados a –30°C (soporte de celda QNW de 
control de temperatura) y temperatura ambiente. Los espectros Raman tomados a 355 (lásers 
Cobolt, 10 mW) y 457 (lásers Cobolt, 50 mW) usaron un sistema elaborado en el laboratorio, 
en el cual el láser se enfocó en la muestra en una disposición de retrodispersión de 180° y la 
dispersión Raman se recolectó colimada y posteriormente fue reenfocada a través de un par 
de lentes plano-convexas de 2.5 cm de diámetro (f = 15 y 10 cm, respectivamente). La luz 
recolectada se filtró con un filtro de borde de paso largo apropiado (Semrock) y se disperse 
con un espectrógrafo Shamrock500i (ancho de corte 80 micrones, Andor Technology) con 
una rejilla de 2400 L/mm a 300 nm y un espectrógrafo Shamrock300i (ancho de corte 80 
micrones, Andor Technology) con una rejilla de 1200 L/mm a 500 nm, respectivamente. Los 
datos se registraron usando Andor Solis (Andor Technology) con calibración espectral 
realizada usando el espectro Raman de acetonitrilo/tolueno 50:50 (v:v).18 Las muestras se 
mantuvieron en celdas de cuarzo de 1 cm de longitud de trayectoria. El análisis y 
procesamiento de espectros se realizó utilizando el programa Spectragryph 1.2.11.19 
 

7.9.1 Reactividad de [(2BB)CuI]OTf con O2 y celobiosa. Para las especies cobre-oxígeno 
generadas después de la oxigenación de [(2BB)CuI]OTf en disolución de acetonitrilo, la 
estabilidad de las especies formadas fue monitoreada midiendo la absorbancia en 360 nm a 
243 K, Figura 4.8. Se burbujeó argón a través de la disolución para determinar la estabilidad 
de las especies formadas y posteriormente, 10 equivalentes de celobiosa disueltos en 20 μL 
de agua fueron añadidos. Los productos en la mezcla de reacción fueron caracterizados 
mediante ESI-MS. También se llevaron a cabo experimentos a temperatura variable previos 
a la adición de celobiosa. 
 
7.9.2 Caracterización RPE de las especies Cu(I) + O2. A disoluciones 3 Mm de [(2BB)CuI]OTf 
en acetonitrilo congelado (77 K) o THF (133 K) se les burbujeó dioxígeno lentamente para 
formar las especies cobre-oxígeno y seguidamente se adquirió cada espectro (77 K o 133 K). 
Las muestras fueron mantenidas en refrigeración (255 K) por 24 horas y el espectro fue 
adquirido nuevamente a 77 K. 
 
7.9.3 Experimentos RPE de [(2BB)Cu]OTf generado in situ en Buffer de Fosfatos pH 
7.0/glicerol o en CH3CN. El complejo [(2BB)CuI]+ se generó in situ en buffer de fosfatos (PB) 

                                                 
18 McCreery, R. Raman Spectroscopy for Chemical Analysis. Ch. 10, John Wiley & sons, Inc. New York, 2000. 
19 https://www.effemm2.de/spectragryph/. 
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a pH 7.0/glicerol a partir de 300µL de disolución 3mM de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 con 1.2 
equivalentes de ascorbato de sodio en agua. Luego de que se burbujeó oxígeno a través de la 
disolución y se adicionaron 10 equivalentes de celobiosa disuelta en agua. Finalmente, se 
elevó la temperatura de los tubos hasta 273 o 243 K y esta condición se mantuvo por 2 h, se 
congeló en nitrógeno líquido y se adquirió un espectro final. 
 
7.9.4 Espectros RPE de [(2BB)CuI]+ generado in situ en PB/glicerol + celobiosa. Una variación 
del experimento previo se llevó a cabo a partir de una disolución en PB de 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 a 273 K, luego se adicionaron 10 equivalentes de celobiosa disuelta 
en agua y finalmente se burbujeó O2. La disolución se mantuvo a 273 K por 1 h y luego se 
enfrió a 77 K para adquirir el espectro. Posteriormente se agregaron 1.2 equivalentes de 
ascorbato de sodio disueltos en agua, y se obtuvo un espectro. Se burbujeó oxígeno a la 
muestra, la disolución se mantuvo a 273 K por 20 min y luego se adquirió un nuevo espectro. 
Subsecuentemente, el tubo se mantuvo a 243 K por 2 h y después de congelar en nitrógeno 
líquido, se tomó el espectro RPE. 
 
7.9.5 Reactiviad con KO2. Una disolución de[(2BB)CuI]OTf en acetonitrilo se mantuvo a 243 
K y empleando una cánula, se adicionaron 1.2 equivalentes de KO2 en MeOH/CH3CN y la 
reacción fue monitoreada midiendo la absorbancia máxima en 365 nm cada 5 min por un 
periodo de 40 min, luego se adicionaron 10 equivalentes de celobiosa y se monitoreó cada 5 
min por 40 min adicionales. El producto generado en CH3CN posterior a la adición de KO2 
se analizó por ESI-MS, Figura 4.10. 
Un segundo experimento fue llevado a cabo generando el complejo de Cu(I) in situ por 
adición de 1.2 equivalentes de ascorbato de sodio disueltos en 20 μL de agua a una disolución 
de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 en PB a 273 K. Tan pronto como la disolución de KO2 fue 
agregada, la reacción fue monitoreada por UV-vis cada 5 min por periodo de 1 h. Los 
productos generados luego de la adición de KO2 se analizaron por ESI-MS, Figura 4.11. 
Se realizaron estudios complementarios de RPE para [(2BB)CuI]OTf en disoluciones de 
acetonitrilo o PB pH 7 congelado (77 K). Se adicionaron 10 equivalentes de KO2 disuelto en 
6 μL 1:1 metanol/acetonitrilo (se tomó espectro RPE a 77 K) y después se adicionó celobiosa 
(10 equivalentes en 2:3 MeOH/CH3CN), se dejó una hora de reacción a 243 K y se tomó 
espectro nuevamente A 77 K, Anexo Figuras 8.12 y 8.13.  
En PB, [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 se redujo in situ con 1.2 equivalentes de ascorbato de sodio; 
el espectro RPE se adquirió a 77 K antes y después de la reducción. Luego fueron adicionados 
1.2 equivalentes de KO2 disueltos en agua destilada y finalmente, se adicionaron 10 
equivalentes de celobiosa disueltos en agua destilada. Se tomó el espectro una vez adicionado 
cada reactivo y después de una hora de reacción a 273 K, se congeló la muestra a 77 K, Anexo 
Figura 8.14. Para las especies cobre-oxígeno generadas a partir de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 
y KO2, se llevaron a cabo estudios de UV-vis en disoluciones de CH3CN o PB pH 7 a 243 K 
o 273 K, respectivamente. Tan pronto como la disolución de KO2 se adicionó (1.2 
equivalentes en 2:3 CH3CN/H2O o agua pura, respectivamente), se monitoreó la reacción 
cada 5 min por un periodo de 40 min midiendo el espectro UV-vis. El comportamiento 
espectral en CH3CN y PB se monitoreó cada 5 min por lapso de una hora una vez se 
adicionaron 10 equivalentes de celobiosa disueltos en agua destilada a 273 K. 
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7.9.6 Reactividad de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 con H2O2, H2O2/Et3N y celobiosa. Se 
transfirieron disoluciones del complejo [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 en CH3CN y PB a celdas y 
se enfriaron a 243 K o 273 K respectivamente. Se agregaron 1-5 equivalentes de H2O2 en 
disoluciones de acetonitrilo o PB en cada. Siguiendo el procedimiento descrito 
anteriormente, se realizó una segunda prueba con una disolución en acetonitrilo de la mezcla 
1:1 H2O2/Et3N (16 μL). Cuando se adicionó la disolución de H2O2/Et3N, se monitoreó la 
formación de [((2BB)CuII)2(μ-O2)](OTf)2 midiendo la absorbancia máxima en 365 nm, Figura 
4.12. Se burbujeó argón a través de la disolución para verificar la reversibilidad y luego 10 
equivalentes de celobiosa disueltos en 20 μL de agua fueron adicionados, Figura 4.13. Se 
caracterizó por CSI-MS en tiempo real la naturaleza de las especies Cu-oxígeno generadas 
luego de la adición de agente oxidante y los productos en la mezcla de reacción con celobiosa 
fueron caracterizados por HPLC-MS.  
 
7.9.7 Caracterización RPE de especies Cu(II) + H2O2/Et3N. Caracterización RPE de las 
especies cobre-oxígeno generadas a partir de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 en presencia de 
H2O2/Et3N, fue llevada a cabo en disolución de acetonitrilo congelado. La muestra de 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 en CH3CN se dispuso en un tubo de cuarzo y el espectro que se 
adquirió a 77 K. Después de calentar a 243 K, se adicionaron 5 equivalentes de la mezcla 1:1 
H2O2/Et3N en acetonitrilo. La muestra se mantuvo a 255 K por 24 h y el espectro que se 
adquirió nuevamente a 77 K. 
 
7.9.8 Reactividad de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 con H2O2/Et3N en presencia de acetato de sodio. 
La reactividad de [(2BB)CuII(H2O)2]OTf en disolución de acetonitrilo con 3 equivalentes de 
H2O2/Et3N disueltos en 6 μL de acetonitrilo se analizó en presencia de 3 equivalentes de 
NaOAc mediante espectroscopía UV-vis. La reacción se monitoreó cada 5 min por periodo 
de 1h, Figura 4.16 y luego se fue elevando la temperatura a 293 K en intervalos de 10 K. Los 
productos en la mezcla de reacción fueron caracterizados por ESI-MS. También fueron 
adquiridos espectros criogénicos de masas bajo las mismas condiciones, para ello se 
realizaron mediciones de espectrometría de masas de ionización por criospray (CSI) 
empleando un instrumento Bruker MicrOTOF-Q II perteneciente a Servicios Técnicos de la 
Universidad de Girona. Las muestras fueron introducidas en la fuente de iones de 
espectrómetro de masas mediante inyección directa usando una jeringa y usando formiato de 
sodio como estándar externo de calibración. Un aditamento de criospray fue usado para CSI-
MS. La temperatura de nebulización y secado de gases fue ajustada a 243 K. El voltaje de 
capilaridad fue fijado a −4500 V y la energía de colisión a 8−10 eV. El instrumento fue 
operado tanto en modo de ionización positivo, como en modo negativo. 
Siguiendo el procedimiento de reactividad descrito y monitoreando el proceso mediante UV-
vis. Una muestra fue tomada de la celda con una pipeta Pasteur pre-enfriada y se dispuso en 
un vial a baño de acetonitrilo-nitrógeno líquido (243 K) e inmediatamente se inyectó en el 
instrumento MicrOTOF-Q II usando una jeringa Hamilton mantenida a 243 K. Se incrementó 
la temperatura hasta 293 K en la celda UV-vis y después del decaimiento de la banda a 365 
nm (75 min), una nueva muestra fue inyectada.  
Estudios de RPE complementarios se llevaron a cabo en disoluciones de acetonitrilo 
congelado. El espectro de la muestra de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 fue adquirido a 77 K, se 
adicionó una disolución de acetato de sodio (6 μL de disolución metanol/acetonitrilo 2:3), 
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luego 6 μL con 3 equivalentes de H2O2/Et3N en disolución de acetonitrilo y se tomó el 
espectro RPE a 77 K en cada caso. 
 
7.10 Generalidades degradación de celobiosa y glucosa a escala preparativa. Los estudios se 
llevaron a cabo con 3 mL de los complejos (2BB)-Cu, 10 equivalentes de agente oxidante o 
atmósfera de O2 a 273 K (PB) o 243 (CH3CN) y 10 equivalentes de celobiosa o glucosa 
disueltos en 1 mL de agua destilada. Las mezclas se agitaron por 2 h antes de caracterizar por 
HPLC-MS con un espectrómetro Agilent 1200 infinity Q-ToF equipado con una columna 
Poroshell 120. 
 
7.10.1 Degradación de celobiosa a escala preparativa en CH3CN. A partir de 3 mL de 0.3 mM 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 en disolución de acetonitrilo, se hicieron dos pruebas: la primera 
con adición 10 equivalentes de la mezcla H2O2/Et3N en disolución de acetonitrilo (16 μL), 
seguida de la adición de 10 equivalentes de celobiosa disuelta en 1 mL de agua destilada, 
manteniendo a baño de hielo:acetona (243 K) por 2 h. La segunda prueba, consistió en reducir 
con 10 equivalentes de L-ascorbato de (+)-sodio disueltos en 1 mL de agua destilada, luego 
burbujear oxígeno por 50 s en la disolución usando una cánula y finalmente adicionar de 10 
equivalentes de celobiosa disuelta en 1 mL de agua destilada, manteniendo a baño de 
hielo:acetona (243 K) por 2 h. 
En ambos casos, se evaporaron los materiales volátiles a presión reducida y los sólidos 
resultantes se disolvieron en agua y se analizaron por HPLC-MS. La identidad de los 
componentes mayoritarios fue asignada con base en la comparación de los patrones 
isotópicos experimentales vs. calculados, como se muestra en el capítulo 4.  
 
7.10.2 Oxidaciones a escala preparativa de celobiosa con [(2BB)Cu]+ generado in situ y O2 en 
PB. Se hicieron reacciones a partir de 3 mL de disolución 0.3 mM de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 
en PB pH 7.0 y (a) 1.2 equivalentes de (+)-L-ascorbato de sodio disuelto en 1 mL de agua 
destilada, burbujeo de dioxígeno a presión controlada por 50 s a través de la disolución 
usando una cánula y adición final de 10 equivalentes de celobiosa disueltos en 1 mL de agua 
destilada, manteniendo agitación en baño de hielo (273 K) por 2 h ( (b) 2.4 equivalentes de 
(+)-L-ascorbato de sodio disuelto en 1 mL de agua destilada, burbujeo de dioxígeno a presión 
controlada por 50 s a través de la disolución usando una cánula y adición final de 10 
equivalentes de celobiosa disueltos en 1 mL de agua destilada, manteniendo agitación en 
baño de hielo (273 K) por 2 h. Los productos resultantes fueron analizados por HPLC-MS, 
(ver Figuras Anexo 8.23, 8.24 y Tablas Anexo 8.6, 8.7 respectivamente). 
 
7.10.2 Comparación de la degradación de celobiosa y de glucosa con [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 
y H2O2/Et3N en PB. Los productos de degradación oxidativa de celobiosa fueron comparados 
con los obtenidos con glucosa a partir de H2O2/Et3N como oxidante; las reacciones se 
realizaron a escala preparativa con 3 mL de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 0.3 mM en disolución 
de PB a pH 7.0 para cada caso. La primera prueba se hizo con 10 equivalentes de disolución 
acuosa H2O2/Et3N (16 μL) y adición de 10 equivalentes de celobiosa disuelta en 1 mL de agua 
destilada en un baño de hielo:acetona (273 K), por 2 h. La segunda prueba se realizó con 
adición de 10 equivalentes de disolución acuosa de H2O2/Et3N (16 μL), seguida de la adición 
de 10 equivalentes de glucosa disuelta en 1 mL de agua destilada en un baño de hielo:acetona 
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(273 K), por 2 h. Los productos resultantes se analizaron por HPLC-MS, ver Anexos: Figura 
8.25, 8.26 y Tabla 8.8, 8.9). 
 
7.10.3 Degradación de celobiosa con [(2BB)CuI]+ in situ y KO2 en PB. Se hicieron reacciones 
a partir de 3 mL de disolución 0.3 mM de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 en PB pH 7.0 y (a) 1.2 
equivalentes de (+)-L-ascorbato de sodio disuelto en 1 mL de agua destilada, adición de 1.2 
equivalentes de KO2 disueltos en 1 ml de agua destilada y adición final de 10 equivalentes de 
celobiosa disueltos en 1 mL de agua destilada, manteniendo agitación en baño de hielo (273 
K) por 2 h ( (b) ) 2.4 equivalentes de (+)-L-ascorbato de sodio disuelto en 1 mL de agua 
destilada, adición de 1.2 equivalentes de KO2 disueltos en 1 ml de agua destilada y adición 
final de 10 equivalentes de celobiosa disueltos en 1 mL de agua destilada, manteniendo 
agitación en baño de hielo (273 K) por 2 h. Los productos resultantes fueron analizados por 
HPLC-MS, Anexos: Figuras 8.27-8.28 y Tablas 8.10-8.11. 
 
7.10.4 Reacciones de control. Además de la inyección directa de celobiosa (30 mg en agua 
destilada) Anexo Figura 8.29 y de la mezcla oxidante H2O2/Et3N (10 equivalentes con 
respecto a celobiosa, 16 µL en agua destilada) Anexo Figura 8.30, se realizaron 4 reacciones 
de control adicionales para el análisis de degradación de 10 equivalentes de celobiosa (30mg) 
disuelta en 0,5 ml de agua destilada: (a) con una cantidad equimolar de la mezcla H2O2/Et3N 
(16 μL de disolución en agua destilada), manteniendo reacción en un baño de enfriamiento 
con hielo (273 K) durante 2 horas, Anexo Figura 8.31; (b) con 1 equivalente de CuSO4 
disuelto en 1 mL de agua destilada en un baño de enfriamiento con hielo (273 K) durante 2 
horas, Anexo Figura 8.32; (c) con 1 equivalente de CuSO4 disuelto en 1 mL de agua destilada 
y 10 equivalentes de la mezcla H2O2/Et3N (16 μL de disolución en agua destilada), 
manteniendo reacción en un baño de enfriamiento con hielo (273 K) durante 2 horas, Anexo 
Figura 8.33 y (d) con 1 equivalente de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 disuelto en 1 mL de 
CH3CN/agua destilada (1:3) manteniendo reacción en un baño de enfriamiento con hielo (273 
K) durante 2 horas, Anexo Figura 8.34. 
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Capítulo VIII. Anexos 
 

Espectros de caracterización adicional [(2BB)Cu]OTf  

 

Figura 8.1. Espectro RMN 1H en CD3CN de [(2BB)Cu]OTf. 

 
Figura 8.2. Espectro IR de [(2BB)Cu]OTf en pastilla de KBr. 
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Datos DRX de caracterización del complejo [(2BB)Cu]OTf 
 
Tabla 8.1. Resumen de los datos cristalográficos para [(2BB)Cu]OTf. 

Código de identificación  [(2BB)Cu]OTf 
Fórmula empírica  C21 H23 Cu F3 N5 O3 S 
Peso fórmula  546.04 
Temperatura  130(2) K 
Longitud de onda  0.71073 Å 
Sistema cristalino Monoclínico 
Grupo espacial  P 21/n 
Dimensiones de celda unitaria a = 14.4404(6) Å  = 90° 
 b = 8.0852(3) Å  = 95.581(4)° 
 c = 18.8842(8) Å  = 90° 

Volumen 2194.35(15) Å
3

 
Z 4 

Densidad (calculated) 1.653 Mg/m
3

 

Coeficiente de absorción 1.152 mm
-1

 
F(000) 1120 

Tamaño de cristal 0.500 x 0.250 x 0.120 mm
3

 
Rango theta para colección de datos 3.530 to 29.515° 
Índice de rangos -17<=h<=19, -9<=k<=11, -23<=l<=24 
Reflexiones colectadas 12733 
Reflexiones independientes 5245 [R(int) = 0.0272] 
Completitud a theta = 25.242° 99.7 %  

Método de refinamiento Mínimos cuadrados de matriz completa en F
2

 
Datos / restricciones / parámetros 5245 / 1 / 312 

Bondad de ajuste en F2 1.030 
Índices finales R [I>2sigma(I)] R1 = 0.0398, wR2 = 0.0911 
R índices (todos los datos) R1 = 0.0526, wR2 = 0.0998 
Coeficiente de extinción n/a 

Mayor diferencia pico y agujero 0.591 and -0.606 e Å
-3
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Tabla 8.2. Longitudes de enlace [Å] para [(2BB)Cu]OTf. 

C(1)-N(1) 1.329(3) 

C(1)-N(2) 1.359(3) 

C(1)-C(9) 1.497(3) 

C(2)-N(2) 1.384(3) 

C(2)-C(7) 1.392(3) 

C(2)-C(3) 1.396(3) 

C(3)-C(4) 1.391(3) 

C(3)-N(1) 1.395(3) 

C(4)-C(5) 1.389(3) 

C(5)-C(6) 1.397(3) 

C(6)-C(7) 1.390(3) 

C(8)-N(2) 1.464(3) 

C(9)-C(10) 1.516(3) 

C(10)-N(3) 1.473(3) 

C(11)-N(3) 1.463(3) 

C(11)-C(12) 1.524(3) 

C(12)-C(13) 1.491(3) 

C(13)-N(4) 1.334(3) 

C(13)-N(5) 1.362(3) 

C(14)-C(20) 1.384(3) 

C(14)-N(4) 1.392(3) 

C(14)-C(15) 1.396(3) 

C(15)-N(5) 1.386(3) 

C(15)-C(17) 1.389(3) 

C(16)-N(5) 1.454(3) 

C(17)-C(18) 1.382(3) 

C(18)-C(19) 1.400(4) 

C(19)-C(20) 1.379(3) 

C(21)-F(3) 1.327(5) 

C(21)-F(2) 1.329(5) 

C(21)-F(1) 1.333(4) 

C(21)-S(1) 1.798(3) 

Cu(1)-N(4) 1.9018(19) 

Cu(1)-N(1) 1.9086(19) 

Cu(1)-N(3) 2.1739(19) 

O(1)-S(1) 1.434(2) 

O(2)-S(1) 1.432(2) 

O(3)-S(1) 1.431(2) 
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Tabla 8.3. Ángulos de enlace [°] para [(2BB)Cu]OTf.  
 

N(1)-C(1)-N(2) 111.7(2) 

N(1)-C(1)-C(9) 126.9(2) 
N(2)-C(1)-C(9) 121.4(2) 

N(2)-C(2)-C(7) 132.1(2) 
N(2)-C(2)-C(3) 105.52(19) 

C(7)-C(2)-C(3) 122.4(2) 
C(4)-C(3)-N(1) 130.1(2) 

C(4)-C(3)-C(2) 120.8(2) 
N(1)-C(3)-C(2) 109.13(19) 
C(5)-C(4)-C(3) 117.4(2) 

C(4)-C(5)-C(6) 121.3(2) 
C(7)-C(6)-C(5) 121.8(2) 

C(6)-C(7)-C(2) 116.3(2) 
C(1)-C(9)-C(10) 116.1(2) 

N(3)-C(10)-C(9) 112.78(18) 
N(3)-C(11)-C(12) 112.27(18) 

C(13)-C(12)-C(11) 115.22(19) 
N(4)-C(13)-N(5) 111.3(2) 

N(4)-C(13)-C(12) 126.0(2) 
N(5)-C(13)-C(12) 122.6(2) 

C(20)-C(14)-N(4) 130.9(2) 
C(20)-C(14)-C(15) 120.2(2) 

N(4)-C(14)-C(15) 108.9(2) 
N(5)-C(15)-C(17) 131.8(2) 

N(5)-C(15)-C(14) 105.9(2) 
C(17)-C(15)-C(14) 122.3(2) 

C(18)-C(17)-C(15) 116.8(2) 
C(17)-C(18)-C(19) 121.4(2) 
C(20)-C(19)-C(18) 121.1(2) 

C(19)-C(20)-C(14) 118.2(2) 

F(3)-C(21)-F(2) 108.6(3) 

F(3)-C(21)-F(1) 108.3(3) 
F(2)-C(21)-F(1) 107.3(3) 

F(3)-C(21)-S(1) 111.3(3) 
F(2)-C(21)-S(1) 110.1(3) 

F(1)-C(21)-S(1) 111.1(2) 
N(4)-Cu(1)-N(1) 164.54(8) 

N(4)-Cu(1)-N(3) 98.01(8) 
N(1)-Cu(1)-N(3) 96.82(8) 
C(1)-N(1)-C(3) 105.84(18) 

C(1)-N(1)-Cu(1) 124.84(16) 
C(3)-N(1)-Cu(1) 128.94(15) 

C(1)-N(2)-C(2) 107.83(18) 
C(1)-N(2)-C(8) 126.6(2) 

C(2)-N(2)-C(8) 125.6(2) 
C(11)-N(3)-C(10) 110.20(17) 

C(11)-N(3)-Cu(1) 110.13(14) 
C(10)-N(3)-Cu(1) 109.36(14) 

C(13)-N(4)-C(14) 106.28(19) 
C(13)-N(4)-Cu(1) 123.71(15) 

C(14)-N(4)-Cu(1) 129.12(16) 
C(13)-N(5)-C(15) 107.63(19) 

C(13)-N(5)-C(16) 128.2(2) 
C(15)-N(5)-C(16) 124.13(19) 

O(3)-S(1)-O(2) 113.76(14) 
O(3)-S(1)-O(1) 115.75(13) 

O(2)-S(1)-O(1) 114.92(12) 
O(3)-S(1)-C(21) 103.19(17) 
O(2)-S(1)-C(21) 103.89(18) 

O(1)-S(1)-C(21) 103.10(15) 
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Espectros RPE de caracterización de especies Cu(I) + O2  
 
 

  
Figura 8.3. Espectros RPE de [(2BB)Cu]OTf en THF a 133 K (izquierda) y en CH3CN a 77 
K (derecha). 

 

  
Figura 8.4. Espectros RPE de [(2BB)Cu]OTf en THF a 133 K (izquierda) y en CH3CN a 77 
K (derecha) después de burbujeo de oxígeno (a 195 K para la disolución en THF o 243 K 
para la disolución en CH3CN). 

 

 
Figura 8.5. Espectros RPE de [(2BB)Cu]OTf a 77 K en THF (izquierda) y en CH3CN 
(derecha) después de 24 horas a 255 K. 

 
 
 
 
 

g = 2.072 
 

A‖ = 415.184 MHz, g‖ = 2.252 
 

gꞱ = 2.082 
 gꞱ= 2.059 

 

A‖ = 423.230 MHz, g‖ = 2.250 
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Espectros RPE experimentos de [(2BB)Cu]+ generado in situ en PB pH 
7.0/glicerol, o en CH3CN + O2 

 
 
 

 
 

  

 
 

Figura 8.6. Espectros RPE de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 (3 mM en PB/glicerol a 77 K) (a), 
después de la reducción con 1.2 equivs de ascorbato de sodio (b), luego de burbujeo de O2 (a 
273 K) (c), posterior a 2 h de la adición de 10 equivalentes de celobiosa (d) y pasadas 4h (e). 
  

a b 

c d 

e 

A‖ = 269.87 MHz, g‖ = 2.140 
 

gꞱ = 2.098 
 

gꞱ= 2.061 
 

A‖ = 448.39 MHz, g‖ = 2.248 
 

gꞱ = 2.061 
 

A‖ = 448.39 MHz, g‖ = 2.248 
 

A‖ = 448.39 MHz, g‖ = 2.248 
 

gꞱ = 2.061 
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Figura 8.7. Espectros RPE de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 (3 mM en CH3CN a 77 K) (a), después 
de reducción con 1.2 equivalentes de ascorbato de sodio (b), luego de burbujeo de O2 (a 243 
K) (c), posterior a la adición de 10 equivalentes de celobiosa (ver simulación de RPE Figura 
8.8) (d) y después dev 4 h (e). 

  

a b 

c d 

e 

 gz = 2.191 
 

 gy = 2.145 
 

 gz = 2.180 
 

 gy = 2.128 
 

 gx = 2.015 
 

 gx = 2.031 
 

A‖ = 501.640 MHz, g‖ = 2.275 
 

gꞱ = 2.054 
 

 gz = 2.191 
 

AꞱ = 70.06 MHz 
 

 gy = 2.130 
 

 gx = 2.015 
 

 g‖ = 2.275210 
 gꞱ = 2.060 
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Figura 8.8. Simulación espectro de RPE [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 (3 mM en CH3CN a 77 
K),reducido, luego del burbujeo de O2 y posterior a 2 h de la adición de 10 equivalentes de 
celobiosa (Figura 8.7). 
 

 
Espectros RPE experimentos de [(2BB)Cu]+ generado in situ en PB/glicerol + 

O2 + celobiosa 
 

  

  

 

 
Espectros de reactividad con KO2 y celobiosa 

 

a b 

c d 

e 

g = 2.071 
 

g = 2.071 
 

g = 2.061 
 

A‖ = 276.042 MHz, g‖ = 2.140 
 

gꞱ = 2.115 
 

Figura 8.9. Espectros RPE de 
[(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 (3 mM in 
PB/glicerol, pH  7.0) con 10 equivalentes de 
celobiosa a 77 K (a), reducción con 1.5 equiv 
de ascorbato de sodio (b), después de 
burbujeo de O2 (a 273 K) (c), luego de 2 h (d) 
y después de 4 h (e). 
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Figura 8.10. Espectros UV-vis de reactividad de [(2BB)Cu]OTf (0.3 mM en CH3CN, 243 K, 
línea verde), después de la adición de 1 equivalente de KO2  (línea naranja) y luego de la 
adición de 10 equivalentes de celobiosa (línea cian). 
 

 
Figura 8.11. Espectros UV-vis de reactividad de [(2BB)Cu]+ generado in situ (0.3 mM en PB 
pH 7.0, 273 K) con 1.2 equivalentes de ascorbato de sodio, seguido de la adición de 1.2 
equivalentes de KO2 y adición final de 10 equivalentes de celobiosa. 
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Figura 8.12. Espectros RPE de [(2BB)Cu]OTf (3 mM en CH3CN a 77 K) (a), después de la 
adición de 1.2 equivalentes de KO2 (at 243 K) (b), luego la adición de 10 equivalentes de 
celobiosa (a 243 K; ver la simulación en la  Figura 8.11) (c) y después de 1 h de reacción a 
243 K (d). 
 

  
 

Figura 8.13. Espectro RPE simulado de [(2BB)Cu]OTf (3 mM en CH3CN a 77 K), después 
de 2 h de adición de 10 equivalentes de celobiosa (Figura 8.10c). 
 
 

a b 

c 
d 

A‖ = 535.35 MHz , g‖ = 2.266 
 

gꞱ = 2.053 
 

A‖ =535.35 MHz , g‖ = 2.250 
 

gꞱ = 2.050 
 

gꞱ = 2.050 
 

A‖ =535.35 MHz , g‖ = 2.250 
 

AꞱ = 81.27 mT 
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Figura 8.14. Espectros RPE de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 (3 mM en PB/glicerol, pH  7.0) a 77 
K (a), reducción con 1.2 equivalentes de ascorbato de sodio (b), después de la adición de 1.2 
equivalentes de KO2  (a 273 K) (c), con 10 equivalentes de celobiosa (d) y luego de 1 h de 
reacción (e). 
 
 

A‖ = 269.87 MHz, g‖ = 
2.140 
 

a 

gꞱ = 2.098 
 

b 

c d 

e 

A‖ = 494.63 MHz, g‖ = 2.270 
 

gꞱ = 2.054 
 

A‖ = 495.47 MHz, g‖ = 2.271 
 

gꞱ = 2.053 
 

A‖ = 495.47 MHz, g‖ = 2.271 
 

gꞱ = 2.053 
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Figura 8.15. Espectros UV-vis de reactividad de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf )2 (0.3 mM en 
CH3CN, 243 K) con 1.2 equivalentes de KO2 seguidos por la adición de 10 equivalentes de 
celobiosa. 

 

 
Figura 8.16. Espectros UV-vis de reactividad de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf )2 (0.3 mM en PB pH 
7.0, 273 K), después de la adición de 1.2 equivalentes de KO2 y finalmente seguidos por la 
adición de 10 equivalentes de celobiosa. 
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Espectros de reactividad de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 con H2O2 y celobiosa 
 

 
Figura 8.17. Espectros UV-vis de reactividad de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 (0.3 mM, CH3CN), 
después de la adición de 1-5 equivalentes de H2O2 a 273 K y luego de la adición de 10 
equivalentes de celobiosa. 

 

 
Figura 8.18. Espectros UV-vis de reactividad de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 (0.3 mM, PB), luego 
de la adición de 1-5 equivalentes de H2O2 a 273 K y después de la adición de 10 equivalentes 
de celobiosa. 
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Figura 8.19. Espectros RPE de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 en CH3CN a 77 K antes (izquierda) y 
después de la adición de 5 equivalentes de una disolución en acetonitrilo 1:1 de H2O2/Et3N 
(derecha). 
 

 
Figura 8.20. Espectro RPE de [(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2, en CH3CN a 77 K, después de la 
adición de 5 equivalentes de una disolución 1:1 en acetonitrilo, de H2O2/Et3N, 24 h a 255 K. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A = 311.597, g = 2.069 
 

A = 302.195, g = 2.134 
 

A = 311.575, g = 2.074 
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Oxidaciones a escala preparativa de celobiosa con [(2BB)Cu]OTf y 
[(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 en CH3CN 

 

 
Figura 8.21. Cromatograma de productos de en disolución de acetonitrilo con 0.3 mM de 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2, 10 equivalentes de H2O2/Et3N y 10 equivalentes de celobiosa. 

 
Tabla 8.4. Áreas relativas de compuestos separados en el cromatograma. 

# 
Tiempo de retención 

(min) 
%Área Fracción 

 

1 1.6 7.7  
2 1.8 5.1  
7 9.3 69.9  
8 12.0 3.3  
9 18.1 3.9  
10 18.9 2.5  
11 25.7 3.0  

 
La identidad de los componentes mayoritarios fue asignada con base en la comparación de 
los patrones isotópicos experimentales vs. calculados, como se muestra a continuación: 
 

  
 

           
              

O

HO OH

OH

OH

OHO
HO

OH
O

OHNa

Celobiosa 

Gluconato de sodio 

Glucosa oxidada +Glucosa-H2O 
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Figura 8.22. Cromatograma de la reacción de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 0.3 mM en acetonitrilo 
con 10 equivalentes de L-ascorbato de sodio, burbujeo de O2 y 10 equivalentes de celobiosa. 

 
 

Tabla 8.5. Áreas relativas de los compuestos en el cromatograma (el compuesto 1 
corresponde a celobiosa). 

Celobiosa 

Acido ascórbico 

Glucosa+Glucosa-H2O 
Gluconato de sodio 
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# 
Tiempo de retención 

(min) 
Área Fracción% 

1 1.7 64.9 
2 4.0 2.2 
3 9.3 27.9 
4 25.7 5.0 

 
 
La identidad de cada fracción fue asignada como se muestra a continuación: 
 

  

   

   

     
 
 
Oxidaciones a escala preparativa de celobiosa con [(2BB)Cu]+ generado in situ 

y O2  en PB 
 

O

HO OH

OH

OH

OHO
HO

OH
O

OHNa
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Figura 8.23. Cromatograma de la reacción de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 0.3 mM en PB con 1.2 
equivalentes de L-ascorbato de sodio, burbujeo de O2 y 10 equivalentes de celobiosa. 

 
 

Tabla 8.6. Áreas relativas de los compuestos en el cromatograma (el compuesto 2 
corresponde a celobiosa). 

 

 
La identidad de los componentes mayoritarios fue asignada con base en la comparación de 
los patrones isotópicos experimentales vs. calculados, como se muestra a continuación: 

  

      

Celobiosa 

Na-Glucosil Na éter +2H2O 
Celobiosa-2OH 

K+Ácido glucónico Celobiosa-OH 



97 
 

  

 

   
 
 

 
Figura 8.24. Cromatograma de la reacción de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 0.3 mM en PB con 2.4 
equivalentes de L-ascorbato de sodio, burbujeo de O2 y 10 equivalentes de celobiosa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Celobiosa-2OH 

Celobiosa-OH 
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Tabla 8.7. Áreas relativas de los compuestos en el cromatograma (el compuesto 2 
corresponde a celobiosa). 
 

 

 
La identidad de los componentes mayoritarios fue asignada con base en la comparación de 
los patrones isotópicos experimentales vs. calculados, como se muestra a continuación: 
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Comparación de la degradación de celobiosa y de glucosa con 
[(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 y H2O2/Et3N en PB 

 

 
 
Figura 8.25. Cromatograma de la reacción en disolución 0.3 mM de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 
en PB con 10 equivalentes. de H2O2/Et3N y 10 equivalentes de celobiosa. 

 
 

Tabla 8.8. Áreas relativas de los compuestos en el cromatograma. 

 
La identidad de los componentes mayoritarios fue asignada con base en la comparación de 
los patrones isotópicos experimentales vs. calculados, como se muestra a continuación: 
 

 

 

2 Glucosa doblemente oxidada 

Na+Glucosa 2C
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sa
 

G
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sa

 

Glucosa oxidada+Glucosa-H2O 

Na+Glucosa  doblemente oxidada+2H2O 

Glucosa  doblemente oxidada 
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 or 
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Figura 8.26. Cromatograma de disolución 0.3 mM de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 en PB, 10 
equivalentes de H2O2/Et3N y10 equivalentes de glucosa. 
 

 
Tabla 8.9. Áreas relativas de los compuestos en el cromatograma. 

 

 

G
lu
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Glucosa  
doblemente oxidada 

Na+Glucosa  doblemente oxidada+2H2O 
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Degradación de celobiosa con [(2BB)Cu]+ in situ y KO2 en PB 

 
 

 
Figura 8.27. Cromatograma de la reacción de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 0.3 mM en disolución 
de PB, 1.2 equivalentes de L- (+)-ascorbato de sodio,  1.2 equivalentes de KO2 y 10 
equivalentes de celobiosa 

 

Tabla 8.10. Áreas relativas de los compuestos en el cromatograma. 
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Figura 8.28. Cromatograma de la reacción de [(2BB)CuII(H2O)2](OTf)2 0.3 mM en disolución 
de PB, 2.4 equivalentes de L- (+)-ascorbato de sodio,  1.2 equivalentes de KO2 y 10 
equivalentes de celobiosa. 

 

 
 

Tabla 8.11. Áreas relativas de los compuestos en el cromatograma. 
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Reacciones de control para estudios de degradación de celobiosa a escala preparativa 
 

 

 
Figura 8.29. Cromatograma de 10 equivalentes de celobiosa (30mg) en disolución acuosa.  
 

 
Figura 8.30. Cromatograma de 10 equivalentes de H2O2/Et3N en disolución acuosa.  

Celobiosa 

Lixiviado de la columna 
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Figura 8.31. Cromatograma reacción 10 equivalentes de celobiosa con 10 equivalentes de 
H2O2/Et3N en disolución acuosa.  

 

 

 
Figura 8.32. Cromatograma reacción 10 equivalentes de celobiosa con 1 equivalente de 
CuSO4 en disolución acuosa.  

Lixiviado de la columna 
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Celobiosa 
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Figura 8.33. Cromatograma reacción 10 equivalentes de celobiosa con 10 equivalentes de 
H2O2/Et3N y 1 equivalente de CuSO4 en disolución acuosa.  
 

 

 

 
Figura 8.34. Cromatograma reacción 10 equivalentes de celobiosa con 1 equivalente de 
[(2BB)Cu(H2O)2](OTf)2 en disolución acuosa.  
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Estudios computacionales 
Tabla 8.12. Distancias de enlace seleccionadas (Å) y ángulos de enlace (º) para los complejos 
calculados. 

 
 
 
 

Tabla 8.13. Energía libre de compuestos diméricos a partir de [(2BB)CuI]+ con una molécula 
de O2 o CH3COO- en gas y CH3CN como PCM. 
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