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ABREVIATURAS 

Ala  Alanina. 

Arg  Arginina. 

ATR  Por sus siglas en inglés, reflectancia total atenuada. 

Cys  Cisteína. 

°C  Grados Celsius. 

d  Doblete (en estudios RMN). 

Señal débil (en estudios IR). 

DART  Espectrometría de masas por análisis directo en tiempo real. 

DMF  N,N-dimetilformamida. 

DMSO-d6 Dimetil-sulfóxido deuterado. 

Et3N  Trietilamina. 

f  señal fuerte en estudios de IR. 

Gly  Glicina. 

GSH  Glutatión. 

HCy  Homocisteína. 

1H-RMN Resonancia magnética nuclear de hidrógeno. 

IDA  Por sus siglas en inglés, mecanismo de desplazamiento de 

indicador. 

IR  Espectroscopía de infrarrojo. 

J  Constante de acoplamiento entre dos núcleos. 

m  Multiplete (en estudios de RMN). 

Señal mediana (en estudios IR). 

MeOH Metanol. 

mg  Miligramo. 

mL  Mililitro. 

mmol  Milimol. 

MOPS  ácido 3-(n-morfolino)propanosulfónico. 

MS-ESI Espectrometría de masas por ionización por electrospray. 
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m/z  relación masa/carga. 

Phe  Fenolftaleína. 

Ppm  Partes por millón. 

Pro  Prolina. 

RPE  Resonancia paramagnética electrónica. 

Ser  Serina. 

s  Singulete. 

t  Triplete. 

Val  Valina. 

δ  Desplazamiento químico en ppm. 

λ  Longitud de onda en nm. 
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I. Resumen 

El presente proyecto de investigación está enmarcado por la Química 

Supramolecular Analítica, específicamente en el desarrollo de un nuevo 

complejo luminiscente tipo pinza de Cu(II), y en su estudio 

espectroscópico como quimiosensor para biotioles. La fórmula mínima de 

dicho complejo, nombrado 1,  es [Cu(L)Br2] donde se entiende como L al 

ligante fluorescente tipo pinza derivado de N,N´-Di(5-N´´-

terbutilbencilquinolinio)pyridin-2,6-dicarboxamida. 

La HCy y Cys son biotioles que desempeñan funciones fisiológicas y 

patológicas relevantes en los seres vivos. Su detección cuantitativa por 

receptores artificiales en agua a pH fisiológico es un tema activo en la 

química supramolecular1,2, siendo éste el objetivo del trabajo. 

Las titulaciones del complejo 1 a una concentración 20 micromolar 

en solución acuosa a pH = 7.4, con HCy mostraron la activación de la 

emisión fluorescente verde (530 nm) en un intervalo de concentración 

sub-micromolar. En contraste, la adición de aminoácidos y GSH mostraron 

una respuesta débil. Los estudios espectroscópicos y análisis de masas 

confirman que el complejo 1 funciona como quimiosensor luminiscente 

tipo “turn-on” y que lo hace por medio de un mecanismo de ensayo de 

desplazamiento de indicador, donde el ligante L funciona como indicador 

fluorescente y es liberado por la adición de biotioles. El límite de detección 

estimado para la homocisteína en agua por el complejo 1 es 285±10 nM.  

El interés de sistemas prácticos para la identificación de estos 

analitos nos llevó al desarrollo de tiras reveladoras para HCy y Cys 

basadas en la adsorción directa del complejo 1 sobre celulosa. Éstas 

permiten una detección visual de Hcy en un intervalo de concentración 

micromolar, bajo una radiación de luz UV, con buena selectividad sobre 

aminoácidos. 
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II. Introducción  

El presente proyecto de investigación está enmarcado por la Química 

Supramolecular Analítica, específicamente en el desarrollo de un nuevo 

complejo luminiscente tipo pinza de Cu(II), y en su estudio 

espectroscópico como quimiosensor para biotioles. La fórmula mínima de 

dicho complejo, nombrado 1,  es [Cu(L)Br2] donde se entiende como L al 

ligante fluorescente tipo pinza derivado de N,N´-Di(5-N´´-

terbutilbencilquinolinio)pyridin-2,6-dicarboxamida. 

Un quimiosensor óptico es una especie química capaz de interactuar 

con un analito de forma específica, modificando alguna de sus 

propiedades fotofísicas (absorción, emisión, rendimientos cuánticos y 

tiempos de vida media). Un reto de la química moderna es el generar 

receptores artificiales eficientes que mimeticen a los sistemas biológicos 

“huésped – anfitrión” con alta afinidad y selectividad en un medio 

competitivo como agua pura o mezclas acuosas3,4. Dentro de este reto, la 

química supramolecular ha visto como tendencia el diseño de sensores 

moleculares selectivos con gran afinidad a especies de relevancia 

biológica debido a sus aplicaciones potenciales en reconocimiento 

molecular, detección y cuantificación.2 

A lo largo de la investigación nos centramos en a cisteína y 

homocisteína. Estos son compuestos azufrados importantes para la 

transferencia de grupos metilos en el metabolismo celular. Sus 

concentraciones son consideradas un factor e indicador de enfermedades 

cardiovasculares y cerebrovasculares. Por otra parte el glutatión, es un 

tripéptido no protéico y el principal oxidante de las células. 
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Esquema 1. Mecanismo IDA. 

 

El Esquema 1 muestra el concepto de detección de los biotioles bajo 

un mecanismo de desplazamiento de indicador (IDA, por sus siglas en 

inglés). Para el compuesto a tratar, la detección se basa en la capacidad 

reductora de los tioles hacia el centro metálico, de Cu(II) a Cu(I). Es bien 

conocido que la coordinación de centros paramagnéticos, como Cu(II) 

(d9), a fluoróforos orgánicos extinguen fuertemente su emisión y se 

espera que la adición de los ligantes S-donadores, los biotioles, reduzcan 

al centro metálico y la emisión del ligante sea activada por liberación del 

fluoróforo. 
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III. Capítulo 1 Antecedentes 

III.1 Propiedades químicas y biológicas de los tioles biológicos 

 

 

Figura 1. Biotioles. 

 

 

 

 

Tabla 1. Constantes de acidez biotioles5 y potenciales estándar de 

reducción6 reportados en la literatura. 

 

El grupo tiol está conformado por un átomo de azufre enlazado a un 

átomo de hidrógeno y al resto de la molécula. El azufre es conocido por 

ser mejor nucleófilo que el oxígeno, lo que le da a estas moléculas una 

gran afinidad a los metales de transición por sus propiedades 

electrodonadoras (orbitales 3s y 3p llenos) y electroaceptoras (3d vacío).7 

Existen tres mercaptomoléculas importantes para los sistemas 

biológicos: cisteína (Cys), homocisteína (HCy) y glutatión (GSH). Estas 

tienen un papel importante en la homeostasis redox mediante el equilibrio 

de tioles reducidos (RSH) y disulfuros oxidados (RSSR), aparte de ser 

receptores de especies reactivas de oxígeno (ROS). También pueden 

operar como agentes radioprotectores, indicadores cancerígenos, 

antitoxinas y antioxidantes. 8 

Biotiol pKa Eo 

Cys 8.29 -0.245 

HCy 9.98 -0.256 

GSH 9.27 -0.262 
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Normalmente, las concentraciones intracelulares de los tioles son 

muy bajas como se observa en la Tabla 2, por esto la necesidad de buscar 

métodos sensibles a concentraciones micromolares.8 Es un reto poder 

discriminar entre los diferentes compuestos dada su similitud estructural 

y en reactividad.  

 

 

 

 

Tabla 2. Concentración de tioles biológicos en plasma sanguíneo 

(Población adulta).9 

 

Los métodos tradicionales más comunes de detección de biotioles son los 

cromatográficos, la electroforesis capilar, espectrometría de masas y 

electroquímicas. Una desventaja de las técnicas previamente 

mencionadas es que requieren un pretratamiento de las muestras e 

instrumentación analítica lo cual es tardado y de alto costo.2,10 

 

III.1.1 Cisteína 

La cisteína (Cys) es polar sin carga e hidrofílica por la formación de 

puentes de hidrógeno.2 Está presente en las proteínas  que participan de 

manera esencial en los sitios activos de las enzimas como GAPDH o las  

tirosina fosfatasas.7  

 

Niveles altos de cisteína en el plasma humano  están relacionado con 

edema, letargia, daño de hígado, entre otras.11 También está involucrada 

en mantener funciones metabólicas críticas al actuar como buffer redox 

intracelular. Es por esto que el cambio en su concentración causa daño 

 
Cisteína 

(µM) 
Homocisteína 

(µM) 
Glutatión 

(µM) 

Femenina 192 - 220 6.2 – 7.2 9.2 – 16.4 

Masculina 189 – 235 6.2 – 9.2 8.2 – 17.4 
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oxidativo, hematopoyesis, psoriasis, pérdida de leucocitos, desórdenes 

metabólicos, enfermedades cardiovasculares y Alzheimer.12 

 

III.1.2 Homocisteína 

Es un intermediario para la formación de otros tioles biológicos, y por lo 

tanto, sirve como señalizador de distintos desórdenes referentes a los 

compuestos dentro de la ruta de su metabolismo.13 En  el ser humano se 

encuentra tanto reducida como oxidada. 

Su concentración se ha controlado antes con ácido fólico, B6 o B12. Sin 

embargo, un incremento en su concentración en plasma es un factor 

fuerte e independiente del riesgo del desarrollo de demencia y 

Alzheimer.14 También, se han encontrado niveles altos en pacientes en 

etapas tempranas de fallo crónico renal, donde la concentración de este 

biotiol sigue aumentando conforme empeora la enfermedad.15 Del mismo 

modo, una concentración alta es un factor de riesgo para enfermedades 

coronarias del corazón. 16 

 

III.1.3 Glutatión 

El glutatión (GSH) es el tiol no proteico más abundante en el organismo. 

Es un tripéptido soluble en agua compuesto por glutamina, cisteína y 

glicina. El grupo tiol lo hace un fuerte reductor (antioxidante) por lo que 

juega un papel importante en la desintoxicación de compuestos 

electrofílicos y peróxidos vía catálisis con GST.  También está presente en 

la reducción de ribonucleótidos a desoxirribonucleótidos, en la regulación 

de proteínas y en la de genes por el intercambio de disulfuros en los tioles. 

El glutatión puede existir intracelularmente en forma reducida (GSH) u 

oxidada (GSSG). Una deficiencia de GSH respecto al equilibrio con GSSG 

pone a la célula en estrés oxidativo lo que se ve en enfermedades como 
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el cáncer, desordenes neurodegenerativos, Parkinson, fibrosis cística, 

sida, entre otros. 6,17 

Por otro lado, trastornos hereditarios en la síntesis y el metabolismo de 

GSH pueden alterar significativamente la función hepática. En pacientes 

con infecciones crónicas por hepatitis C, los niveles de GSH se redujeron 

gravemente en las fracciones hepática y plasmática y también en las 

células mononucleares de sangre periférica.18 

 

III.2 Sensores moleculares fluorescentes 

Una interacción supramolecular está definida como una interacción 

intermolecular no-covalente reversible. Por otro lado están las 

interacciones dinámicas covalentes, en las cuales la formación e 

intercambio de enlaces covalentes se usa para construir ensambles 

(proceso cooperativo y reversible que consiste en formar estructuras 

estables y complejas por medio de interacciones espontáneas y no 

covalentes). Aunque en fuerza de enlace tienen diferentes rangos – en las 

interacciones no covalentes, 2 – 300 kJ mol-1; en las covalentes, 150 – 

540 kJ mol-1 19– lo que nos lleva a pensar que los enlaces covalentes son 

generalmente más estables que los no covalentes, existen similitudes 

entre las interacciones covalentes dinámicas y supramoleculares. En 

primer lugar, desde los puntos de vista cinético y termodinámico, ambos 

son procesos reversibles y pueden sufrir un intercambio de componentes. 

En segundo lugar, el equilibrio debe alcanzarse rápidamente, y la escala 

de tiempo normalmente varía desde algunos segundos hasta minutos.1 

Los sensores pueden jugar con ambas tipo de interacciones y es común 

que en la literatura no se haga la distinción.  

En la Figura 2 se observan los distintos tipos de interacciones 

supramoleculares previamente discutidos. Desde el punto de vista de la 
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teoría de enlace de valencia, un compuesto de coordinación está formado 

por una base de Lewis (ligante) y un ácido de Lewis (metal o ion metálico) 

que interactúan por medio de un enlace covalente coordinado o dativo. 20 

 

 

Figura 2. Ejemplos representativos de interacciones supramoleculares no 

covalentes y covalentes dinámicas. Reportado en el artículo de Lei You 

llamado Recent Advances in Supramolecular Analytical Chemistry Using 

Optical Sensing1. 

  

En este contexto, se considera que una molécula “anfitrión” que se une a 

otra molécula “huésped” puede producir un complejo supramolecular 

“anfitrión-huésped”. El anfitrión es definido como la entidad molecular que 

posee sitios de unión convergentes (átomos donadores, donadores de 

enlaces de hidrógeno, etc.) y el huesped como el que posee sitios de unión 

divergentes (sitios esféricos, cationes metálicos, etc.). A su vez un sitio 
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de unión es definido como la región del anfitrión o del huésped capaz de 

participar en una interacción no covalente. 19 

Un sensor, desde el punto de vista de la química analítica, es un 

dispositivo que hace una medida. En la química supramolecular, la señal 

es modulada tras la unión del analito particular al receptor de manera 

selectiva y reversible. Esta rama ha obtenido gran interés por parte de 

diversos grupos de investigación rápidamente por sus múltiples 

aplicaciones el ambiental, industrial, composición de gases, medicina, 

defensa nacional, etc. 1,21  

El diseño de un quimiosensor debe incluir aspectos analíticos como: 

• Alta selectividad.- Incluso en presencia de otros analitos 

interferentes y competidores. Ésta tiene relación con las moléculas 

del disolvente circundates, el tamaño de molécula a sensar (si 

presenta impedimento estérico o no), su complementaridad 

estructural y química.10,22 

• Alta sensibilidad.- Capacidad de detectar incluso pequeños cambios 

en la concentración del analito y traducirlos a un cambio grande en 

las propiedades fotofísicas. Alta sensiblidad también habla de un 

límite de detección bajo. 

• Respuesta rápida.- Tiempo de espera para que el sensado ocurra. 

En concentraciones micromolares,  en la que normalmente se 

encuentran los analitos, y la premisa del mundo actual hacen de 

este factor, determinante. 

Además, para un quimiosensor para compuestos biológicos, como lo es el 

de este trabajo, es necesario tener en cuenta su solubilidad en agua. 

Solubilidad en agua: Los procesos biológicos ocurren en este medio por 

lo que es importante tomarlo en cuenta. Al ser el agua un disolvente 

prótico muy polar, puede estabilizar o desestabilizar la parte orgánica del 
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compuesto. Esta interacción molécula-solvente puede crear 

desplazamientos de longitudes de onda y aumento de quenching.22 

 

III.2.1 Tipo de quimiosensores  

Una manera de clasificar a los quimiosensores es por su respuesta 

analítica. En este contexto, los sensores pueden ser: ópticos, 

electroquímicos, térmicos, magnéticos, entre otros. Otra forma de 

clasificarlos es por el analito a identificar. Es así como podemos 

diferencias sensores de gases, de iones, moléculas neutras, – para pH –, 

de humedad y biosensores.21 

Un quimiosensor óptico consiste de una molécula con sitios de unión y de 

cromóforos o fluoróforos así como un mecanismo para la comunicación 

entre ambos. Su unión con analitos produce un cambio en las propiedades 

ópticas del sensor (absorción o fluorescencia). 23 

Dentro de los quimiosensores ópticos se encuentran los cromogénicos que 

cambian de color luego de asociarse con el analito, por lo tanto, están 

basados en el cambio de propiedades ópticas dentro del intervalo visible 

del espectro. Su principal ventaja es que se elimina el uso del equipo 

analítico costoso pues no precisa de un procesamiento electrónico de la 

señal. Sin embargo, si se cuenta con el equipo, el procesamiento de la 

señal lumínica con un equipo espectrofotométrico UV-Vis es útil para 

obtener datos más precisos y fiables, que no dependan de la subjetividad 

del operario. En este tipo de sensores, las bandas del espectro de 

absorción del quimiosensor pueden sufrir desplazamiento batocrómico (a 

longitudes de onda más largas) o hipocrómico (a longitudes de onda más 

cortas). 

Por otra parte se encuentran los quimiosensores luminiscentes, a los que 

abordaremos con más detalle en la siguiente sección, que consisten en 
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dos componentes: 1) un sitio de reconocimiento molecular y 2) la unidad  

de luminiscencia. El sitio de reconocimiento interactua selectivamente con 

el analito por medio de interacciones no covalentes y transduce el 

fenómeno de reconocimiento molecular en un cambio de las propiedades 

fotofisicas del quimiosensor. Los cambios en las propiedades fotofisicas 

del quimiosensor se pueden medir en tiempo real con instrumentos como 

un espectrofotómetro de absorción UV-Vis o espectrofotómetro de 

fluorescencia la detección cromogénica o fluorescente respectivamente.22  

Los quimiosensores fluorescentes son indiscutiblemente los sistemas más 

eficientes en términos de su alta selectividad, límite de detección bajo, 

respuesta rápida, detección in situ y facilidad de operación hacia analitos 

incluso a concentraciones micromolares.24 

La intensidad de la fluorescencia puede medirse dadas las longitudes de 

onda de excitación y emisión. El campo de estudio de quimiosensores 

fluorescentes lleva existiendo alrededor de 150 años, siendo el primero 

reportado en la literatura el de F. Goppelsröder en 1867 para la detección 

de Al(III).23  

 

III.2.2 Mecanismos de repuesta de los sensores moleculares 

fluorescentes  

Por su diseño molecular podemos catalogar los quimiosensores en 

intrínsecos y ensamblados. Los sensores intrínsecos se basan en una sola 

molécula y el sitio de unión es la misma unidad de señalización (fluoróforo 

y/o cromóforo). Si la unidad de señalización se separa de la unión a través 

de un conector covalente corto, se trata de quimiosensores conjugados. 

Estos tipos de sensado se puede rastrear al principio “llave-cerradura” de 

Emil Fischer que habla sobre la interacción enzima-sustrato. Por su parte, 

los sensores por desplazamiento (IDA) presentan la competencia entre 
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un indicador y un analito por la unión de un receptor. En un experimento 

típico de IDA, un indicador se une primero a un receptor, creando el 

conjunto de detección. Luego se introduce un analito y el indicador se 

desplaza del conjunto de detección. Generalmente, los indicadores libres 

y ligados tienen diferentes propiedades ópticas (colorimétricas o 

fluorescentes), lo que resulta en un cambio de señal. Por último, en los 

“quimiodosímetros” no hay formación del complejo supramolecular 

quimiosensor-analito, sino que el analito reacciona con el sensor, de 

forma irreversible para crear una molécula nueva con diferentes 

propiedades ópticas. 25 En el Esquema 2 se muestran ejemplos visuales 

de las últimas 3 categorías de sensores mencionadas. 

 

Esquema 2. Representación de (a) quimiosensor con subunidad de 

señalización y sitio de unión, (b) quimiosensor por desplazamiento y (c) 

quimiodosímetro. 

 

En general, se puede concluir que en un sensor óptico, se busca que al 

detectar el analito, el ionóforo (unidad de reconocimiento responsable de 
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la selectividad y estabilidad) cambie, ya sea mediante el cambio de 

longitud de onda, que se apague o prenda. 

Existen dos maneras principales de ocupar un metal de transición para el 

diseño de sensores: la primera consiste en seleccionar un centro metálico 

con alta afinidad hacia el ligante que apague la luminiscencia de un 

fragmento orgánico luminiscente, esto con el fin de que cuando el sensor 

esté en presencia del analito, en este caso tioles, estos secuestren al 

metal y permita la luminiscencia del fragmento orgánico (común en 

compuestos de coordinación). La segunda consiste en seleccionar un 

metal que permita la fosforescencia del compuesto y que sus propiedades 

fotofísicas puedan ser alteradas por la coordinación del tiol al metal 

(común en compuestos organometálicos y con la presencia de 

fosforescencia).2,21 

Para este trabajo, se usará el enlace de coordinación en el cual hay un 

traslape de los orbitales del ligante y del metal, lo que lo hace una 

interacción más cercana a la covalente. Para compuestos con este tipo de 

interacción la estabilidad se verá afectada por el concepto de Pearson 

(blando con blando, duro con duro). Siguiendo esta idea, en los sensores 

donde se espera que el tiol saque al metal de la esfera de coordinación, 

el metal debe estar coordinado a bases duras, como aminas, en un 

principio. Para que de esta forma al interaccionar posteriormente con una 

base blanda (como los tioles), el metal sea liberado de la parte 

fluorescente, encendiendo así la luminiscencia. 

 

III.3 Luminiscencia (conceptos, mecanismos, encendido y 

extinción) 

La luminiscencia es definida como la emisión espontánea de radiación de 

una especie excitada electrónica o vibracionalmente que se encuentra en 
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equilibrio térmico con su entorno. Si la excitación es provocada mediante 

la absorción de luz (hn) el fenómeno se conoce como fotoluminiscencia. 

Después de la absorción de un fotón externo y que el electrón es 

promovido a un estado de mayor energía, este puede volver a su estado 

basal mediante la relajación vibracional al nivel electrónico original o uno 

distinto, o bien, puede emitir un fotón con la misma multiplicidad de espín 

(fluorescencia) o diferente multiplicidad de espín (fosforescencia). El 

diagrama de Jablonski, Esquema 3 , es una buena representación de este 

fenómeno.26 

Durante la fluorescencia se emite un fotón con la relajación de un 

singulete excitado de baja energía al estado fundamental.23 El fluoróforo, 

puede entonces presentar cambios conformacionales y está sujeto a 

múltiples interacciones con el medio ambiente molecular.26 

En la fosforescencia se emite un fotón mediante la relajación del estado 

triplete hacia el estado fundamental, después del cruce intersistema. Este 

proceso depende del acomplamiento entre los dos niveles excitados y se 

ve favorecido cuando la diferencia de energía entre éstos es pequeña y el 

tiempo de vida del singulete es relativamente largo.23,26 

La energía de emisión de estos dos procesos es menor que la de absorción 

debido a la energía que se disipa durante el tiempo de vida del estado 

excitado, es decir la longitud de emisión es mayor que la de excitación. 

Eston es conocido como la regla de Stokes.23,26,27 
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Esquema 3. Diagrama de Jablonki: Relajación no radiante vs. 

Fluoerescencia vs. Fosforescencia. 

 

Mientras menor sea la diferencia energética entre el estado basal y el 

estado excitado de menor energía mayor será el traslape de los niveles 

vibracionales y por lo tanto menor será la eficiencia de la emisión (Regla 

del band gap).28 

 

III.3.1 Mecanismos fotofísicos para el sensado 

Se sabe que cuando alguna especie huesped se une al receptor, las 

características fotofísicas se modifican a través de varios mecanismos y 

dichos cambios proveen de una señal para detectar la unión. Dentro de 

los posibles mecanismos están: 1. la transferencia electrónica 

fotoinducida (PET), 2. transferencia de carga intermolecular (ICT), 3. 

transferencia de carga metal ligante (MLCT), 4. transferencia torcida de 

carga intramolecular (TICT), 5. transferencia de energía por resonancia 
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de fluorescencia (FRET), 6. transferencia de energía electrónica (EET) y 

7. la formación de excímeros/exciplex. También, como mecanismos más 

recientes podemos ver la emisión inducida por agregados (AIE) y 

transferencia intramolecular de protón en estado excitado (ESIPT).29  

El PET, como se ve en el Esquema 4, es un mecanismo que se basa en la 

transferencia electrónica entre una molécula en estado electrónico 

excitado – que actúa como aceptor de electrones – y una especie que 

actúa como donador y se puede explicar desde la teoría de fronteras de 

orbitales moleculares. En ausencia de un analito, el orbital HOMO del 

donador, que tiene mayor energía que el HOMO del aceptor, puede 

transferir un electrón al orbital HOMO del  aceptor después de la 

excitación y antes de la emisión, tal transferencia disminuye 

considerablemente la fluorescencia del quimiosensor. Cuando el analito 

se enlaza, el nivel de energía del orbital HOMO del donador disminuye 

difucultad de la transferencia del electrón al orbital HOMO del aceptor 

provocando que la fluorescencia aumente ya que se suprime el 

mecanismo.1  

 

Esquema 4. Mecanismos PET por (a) reducción y (b) oxidación. 
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El ICT también es una transferencia electrónica y ocurre entre moléculas 

que tienen grupos donador-aceptor pi unido mediante un enlace 

covalente. Cuando estas moléculas son excitadas por radiación 

electromagnética el grupo pi-donador cede un electrón al grupo pi-aceptor 

produciéndo estados de carga polarizada. Esto logra cambios que se 

pueden ver reflejados en las intensidades fluorescentes o en las 

longitudes de onda de ya sus espectros de emisión o de excitación. El 

espectro de emisión del quimiosensor presenta dos bandas de 

fluorescencia, la primera es conocida como banda de fluorescencia normal 

y se da por el desplazamiento de Stokes y la segunda banda aparece a 

una longitud de onda mayor que la anterior y se atribuye al estado 

excitado altamente polar ICT. Este fenómeno depende de la energía del 

dipolo formado y de la energía de activación del proceso y se ve afectado 

por la polaridad del disolvente donde a mayor viscosidad, mayor la 

intensidad de la banda. Si la intensidad de la banda no cambia y el 

quimiosensor tiene grupos muy electroactractaros o donadores, al 

interaccionar con el analito se reduce la conjugación electrónica 

ocasionando que el espectro de absorción se desplace hacia el azul y la 

absorbancia molar disminuya, pero cuando un analito se une al grupo 

aceptor de electrones del sistema, el espectro de absorción se desplaza 

hacia el rojo y la absorbancia molar incremente.26 

Para la transferencia de energía, pueden ocurrir dos mecanismos, 

representados en el Esquema 5. El primero es EET, también conocido 

como Dexter, que requiere una distancia entre el donador y receptor 

menor a 10 Å. Por otra parte, entre 10 y 100 Å ocurre el mecanismo de 

FRET donde la banda de absorción del fluoróforo necesita presentar una 

sobreposición con la banda de emisión del donante; el fluoróforo aceptor 

presenta excitación y fluorescencia resultante es de mayor longitud de 

onda.29  
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Esquema 5. (a)mecanismo FRET, (b)mecanismo EET. 

 

Si en un proceso de absorción o emisión los orbitales inicial y final se 

encuentran separados en el espacio, la promoción del electrón es 

acompañada de un cambio en el momento dipolar de la molécula, 

generando el fenómeno de transferencia de carga30. Dichas transiciones 

pueden ocurrir entre zonas dentro de un mismo ligante (ILCT) o dos 

ligantes diferentes (LLCT), dentro del mismo metal (IMCT), o entre 

orbitales del metal y del ligante (MLCT, LMCT). Usualmente las 

transiciones que se encuentran a menores longitudes de onda son las 

ILCT, debido a que la separación entre niveles energéticos es grande por 

lo que se requiere mayor energía para promover un electrón entre los dos 

estados. De acuerdo con el mismo razonamiento, la energía de dichas 

transiciones se suele encontrar en el orden ILCT > MLCT ≈ LMCT > IMCT. 

 

III.3.2 Desactivación de luminiscencia (Quenching) 

La desactivación de la luminiscencia es el fenómeno por el cual la 

intensidad de emisión de un fluoróforo disminuye o se extingue. Esta 

disminución es debida a la interferencia de una segunda sustancia llamada 

apagador o quencher, la cual, dependiendo del mecanismo por el cual 
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disipa la energía electrónica del fluoróforo, puede clasificarse como 

desactivación dinámica y desactivación estática. En el Esquema 6 se 

observa el mecanismo de ambos. 

 

Esquema 6. Mecanismo de la desactivación de fluorescencia  para un 

sistema fluoróforo (F)–apagador(Q). 

 

III.4 Quimiosensores para cisteína, homocisteína y glutatión  

La Tabla 3 muestra una comparación de parámetros analíticos (límites de 

detección, respuesta fluorescente, longitud de emisión, sensibilidad) de 

sensores reportados en los últimos 10 años.  La Figura 3, se basa en dicha 

tabla y presenta las estructuras químicas de los 8 quimiosensores 

moleculares fluorescentes para biotioles más recientes. 
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Sensor de 

biotioles 

Respuesta 

fluorescente 

Límite de detección 
Solubilidad 

 λem 

(nm) 
Sensibilidadb Ref. 

Cys HCy 

1 De encendido 73.0 nM a - H2O 632 Alta 31 

2 
De encendido, 

colorimétrica 
48.9 nM a - H2O 670 Alta 32 

 
3 De encendido 240 nM a - H2O 610 Alta 11  

4 De apagado 5.0 µM a - H2O 612 Media 33  

5 De encendido 580 nM a - H2O 545 Alta 34  

6 De apagado 2.12 nM a - H2O 420 Alta 35  

7 De apagado 35.0 nM a - H2O 580 Alta 36  

8 De encendido 330 nM a - H2O 520 Alta 37  
 

9 
De encendido, 

colorimétrica 
10.0 nM a - H2O 575 Alta 38  

10 De encendido 2.3 µM 4.1 µM H2O 517 Media 39  

11 De encendido 25 nM a - H2O 533 Alta 40  

12 De encendido 29.0 nM a - H2O 406 Alta 12  

13 De apagado 50 nM a - H2O 525 Alta 41  

14 De apagado 6.2 nM a - H2O 605 Alta 42  

15 De apagado 
100.0 

nM 

400.0 

nM 
H2O 615 Alta 43  

16 
De encendido, 

colorimétrica 
229 nM 227 nM H2O 605 Alta 44 

 

 

17 
De encendido, 

colorimétrica 
200 nM a - H2O 621 Alta 45 

 

 
18 De encendido 20.1 nM a - H2O 456 Alta 46  

 

Tabla 3. Comparación de biosensores en medio acuoso para HCy y Cys de 

los últimos 10 años (orden cronológico del más reciente al menos). 

a Límites de detección no calculado. 

bParámetro subjetivo donde alta refiere a un límite de detección en la magnitud concentración   

10-9 y media en 10-6. 
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De la tabla se puede analizar que el estudio de sensores para HCy no ha 

tenido el auge que los sensores para Cys. Esto da un buen espacio para 

que el trabajo hecho en este escrito sea novedoso y relevante. 

Por otro lado, al analizar las estructuras usadas recientemente como 

sensores de biotioles, es interesante recalcar la variedad de compuestos. 

Es imposible categorizar a dichos sensores dentro del mismo grupo 

estructuralmente, a pesar de que vemos la presencia de grupos 

conjugados como un factor en común. Esto habla de la magnitud de la 

rama de investigación. 

 

Figura 3. Estructuras de los 8 sensores para Cys y HCy más recientes de 

la Tabla 3. Los números que identifican a cada estructura corresponden a 

los de la Tabla 3. 
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III.5 Química del Cu(II) 

En este proyecto la detección fluorescente se basa en la capacidad 

reductora de los tioles hacia el centro metálico de Cu(II) a Cu(I). Es bien 

conocido que la coordinación de centros paramagnéticos (con electrones 

desapareados) como Cu(II) (3d9) a fluoróforos orgánicos extinguen 

fuertemente su emisión y que la adición de los ligantes S-donadores , 

como los tioles, pueden reducir al centro metálico a Cu(I). 

Para la teoría ácido-base duro-blando de Pearson, el Cu(I) es considerado 

un ácido suave, mientras que el Cu(II) es una base dura fronteriza. Esto 

crea diferencias en reactividad al estar en contacto con otras especies. 

En la química del Cu(II) se observan distorsiones de Jahn-Teller aunque 

el grado de distorsión varía considerablemente entre especies. Las 

distorsiones Jahn-Teller generan mayor estabilidad en sistemas no 

linearles con un estado basal electrónicamente degenerado al eliminar 

esta degeneración, creando una distorsión en su geometría nuclear. 

Se conocen complejos de Cu(II) tetraédricos, planos cuadrados, 

bipirámides-trigonales, piramidales de base cuadrada y octaédricos.47 En 

los complejos que contienen ligandos dadores a través de N y O son muy 

comunes y predominan los números de coordinación 4,5 y 6. Las 

disoluciones acuosas de Cu(II) contienen su respectivo ion hexahidratado 

[Cu (H2O)6]2+.48 

 

III.6 Complejos tipo pinza 

Los ligantes tipo pinza son agentes quelantes que se unen fuertemente 

por tres sitios coplanares adyacentes en una disposición meridional. La 

inflexibilidad de la interacción pinza-metal confiere una alta estabilidad 

térmica en los complejos resultantes. Los sustituyentes orgánicos definen 

una bolsa hidrofóbica alrededor del sitio de coordinación reactiva. Las 
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aplicaciones estequiométricas y catalíticas de los complejos de pinzas se 

han estudiado a un ritmo acelerado desde mediados de los años setenta, 

conteniendo la mayoría fosfinas.49 En la última década se ha abordado 

con éxito la combinación adecuada de ligantes orgánicos fluorescentes 

y/o cromogénicos tipo pinza con centros metálicos de transición, que 

contienen sitios de coordinación disponibles, capaces de unirse 

selectivamente con especies iónicas químicas, biológicas y ambientales 

como haluros, oxianiones, nucleótidos, proteínas y el ADN en medios 

competitivos. 50 

El ligante NNN tipo pinza es un donador de 6 electrones al mismo tiempo 

por parte de tres átomos de nitrógeno distintos que puede crear un 

sistema quelante con varios metales catiónicos en una geometría cuasi 

planar.  

 

Figura 4. Ligante de piridin-2,6-dicarboxiamida con posibilidad de formar 

un enlace tipo pinza. 

 

Las moléculas basadas en el fragmento piridin-2,6-dicarboxiamida han 

tenido notoriedad por varias razones. Crean una cavidad de pinza NNN, 

como se muestra en la Figura 4 a través de dos anillos quelato de cinco 

miembros entre grupos n-piridina y n-amida. También, la participación de 

dos n-amidas donantes de grupos σ aniónicos no solo da como resultado 

la formación de complejos de coordinación estables, sino que también 
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dota a tales ligantes hacia la estabilización de iones metálicos en sus 

estados de oxidación superiores. Por último, está la posibilidad de 

introducir una variedad de grupos funcional adjuntos (R) y / o grupos 

protectores (R) en los átomos de la n-amida lo cual genera una gran 

cantidad de ligantes interesantes que pueden a su vez crear un entorno 

de coordinación estéricamente difícil  o un ambiente de coordinación 

secundario adyacente al ion metálico coordinado dentro de la cavidad de 

pinza NNN.51 

La orientación óptima es cuando el grupo R está coplanar con la piridina 

dicarboxiamida. En pH menores a 7, los receptores están en forma 

dicatiónica no disociada (sus pkas son más altos que esto) por lo que se 

busca trabajar con un pH menores o cercanos a este.4 

El grupo del Dr. Dorazco ha trabajado con variaciones de este ligante 

cambiando el sustituyente del grupo R. Ha reportado recientemente 

quimiosensores para aniones inorgánicos, nucleótidos y monosacáridos 

basados en piridin-2,6-dicarboxamida con grupos quinolinio como 

unidades luminiscentes.4 Han demostrado que la afinidad por ciertos iones 

y su selectividad no cambian al usarse en fase acuosa así como optimizado 

su función al modificar los grupos aledaños.4 
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IV. Hipótesis 

La detección cuantitativa y selectiva de homocisteína y cisteína en agua 

a pH fisiológico y en tiras reveladoras puede ser llevada a cabo por un 

complejo de Cu(II) con un ligante fluorescente soluble en agua bajo un 

ensayo de desplazamiento de indicador fluorescente.  

V. Objetivo General 

El proyecto tiene como objetivo principal el diseño y la síntesis de un 

nuevo quimiosensor óptico con formula general [Cu(L)Br2], (L = ligante 

fluorescente tipo pinza derivado de N,N´-Di(5-N´´ 

terbultilbencilquinolinio)pyridin-2,6-dicarboxamida) y estudios de 

detección de biotioles por espectroscopia de fluorescencia en un medio 

acuoso y el estudio de aminoácidos como interferentes de éstos. 

 

VI. Objetivos Particulares 

• Sintetizar y caracterizar un nuevo ligante dicatiónico, L, de tipo 

NNN, derivado del fragmento piridin-2,6-dicarboxamida y 

funcionalizado con grupos quinolinios como unidades fluorescentes.   

• Estudiar por espectrofotometría, espectroscopia de fluorescencia y 

espectrometría de masas la complejación del nuevo ligante L con 

iones Cu(II) en un medio acuoso a pH fisiológico.  

• Sintetizar y caracterizar un nuevo complejo de Cu(II), sensor 1, con 

el ligante L derivado de piridin-2,6-dicarboxamida (NNN) 

propuesto. 

• Estudiar la estabilidad del nuevo complejo, 1, en medios acuosos 

neutros por espectrofotometría y espectroscopía de emisión 

fluorescente.  
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• Estudiar el nuevo complejo de Cu(II) como un quimiosensor 

fluorescente para tioles biológicos (cisteína, homocisteína y 

glutatión) a través de titulaciones espectroscópicas de UV-vis y 

fluorescencia. 

• Estudiar los posibles interferentes, aminoácidos varios, con 

respecto al sensor 1. 

• Comprobar la correcta operación del sensor 1 en medios acuosos y 

en un intervalo de pH fisiológico. 

• Determinar los límites de detección de los tioles biológicos más 

afines al complejo de Cu(II). 

• Desarrollar tiras reveladoras para biotioles a través de la adsorción 

del complejo en celulosa, determinar su selectividad y su límite de 

detección visual.  



38 
 

VII. Metodología 

VII.1 Disolventes y reactivos 

Los reactivos y disolventes utilizados fueron adquiridos de fuentes 

comerciales (Sigma-Aldrich, Tecsiquim), se usaron tal y como se 

recibieron, excepto en los casos que se indique el método de purificación. 

La mayoría de los disolventes son anhidros o grado HPLC, sin embargo, 

algunos fueron secados por técnicas convencionales. 

VII.2  Instrumentación 

Los espectros de IR se obtuvieron usando un equipo Perkin-Elmer 

Attenuated Total Reflectance FT-Spectrometer (ATR); en todos los 

espectros obtenidos se muestra el número de onda (cm-1) contra el 

porciento de transmitancia (T%). 

Los espectros de RMN de 1H y 13C se obtuvieron utilizando Trimetilsilano 

como referencia. Equipo Bruker Advanced 400MHz. Los desplazamientos 

químicos (δ) se expresan en ppm. 

Los espectros de masas se obtuvieron usando un espectrómetro de masas 

marca JEOL modelo JMS-T100LC mediante los modos de ionización ESI y 

DART+. 

Los espectros de RPE se obtuvieron utilizando un espectrofotómetro de 

resonancia paramagnética electrónica marca JEOL modelo JES-TE300 con 

1.4 T de campo magnético en la banda X, posibilidad de variación de 

temperatura entre ambiente y 6.5K así como una lámpara de luz UV para 

irradiación in situ. 

Los experimentos por espectrofotometría de UV-VIS se hicieron con un 

espectrofotómetro de arreglo de diodos, Agilent modelo Cary 100, con 

una precisión de longitud de onda <± 0.5nm y una precisión fotométrica 

<±0.005A. Se utilizaron celdas de cuarzo (Paso óptico [1cm], Volumen 

[3mL]).  
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Los experimentos por espectroscopía de fluorescencia se realizaron con 

un espectrofluorímetro Agilent Varian modelo Cary Eclipse (ventana 

espectral de 200 a 800nm), con una exactitud de longitud de onda de 

±0.5 nm y una relación señal ruido 550/1. Las celdas utilizadas son de 

cuarzo (Paso óptico [1cm], Volumen [3mL]). 

VII.3  Síntesis de compuestos 

VII.3.1 BQ5 (intermediario) 

 

 

Esquema 7. Síntesis de intermediario. 

 

Como primer paso se obtuvo el precursor de ligante a partir de la reacción 

estequiométrica de 103.12 mg de 5-aminoquinolina (0.71 mmol) con 

72.95 mg de dicloruro de piridin-2,6-dicarbonilo (0.35 mmol) en tolueno 

anhidro (~20 mL) dentro de un matraz de fondo redondo a reflujo por 24 

h a 90 °C. Se observó un cambio de coloración instantáneo pasando de 

dos sólidos blancos a una solución naranja intenso. Después del tiempo 

de reacción, el precipitado obtenido se filtró al vacío. El mismo precipitado 

fue después neutralizado con una solución saturada de bicarbonato de 

sodio. Se observó un cambio de coloración a rosa claro, el cual se filtró al 

vacío. Este producto fue disuelto en metanol caliente y resolidificado. 

Rendimiento 98% ( 143.6 mg ). 
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1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) d 11.47 (s, 2H), 8.98-8.96 (dd; J 4.2, 1.6 

Hz; 2H), 8.53- 8.51 (d, J 8.6 Hz, 2H), 8.48-8.46 (d, J 7.6 Hz, 2H); 8.39-

8.36 (t, J 8.6, 6.9 Hz, 1H), 8.03-8.01 (d, J 8.3 Hz, 2H), 7.88-7.84 (t, J 

5.7 Hz, 2H), 7.81-7.79 (dd, 7.4 Hz, 2H), 7.65-7.62 (dd, J 8.6, 4.2 Hz, 

2H). 

DART+ MS: m/z: 420 [BQ5]·+. 

 

VII.3.2 Ligante L 

 

 

Esquema 8. Síntesis ligante L. 

 

Tras confirmar la aparición del BQ5, se procedió a su cuaternización para 

obtener el ligante. En un matraz de fondo redondo, se añadió 120 mg de 

BQ5 (0.28 mmol) que se disolvió con 3 mL de DMF seco. Posteriormente, 

se añadió 116 μL de bromuro de 4-tertbutil-bencilo (0.63mmol) 

previamente diluido en acetona. A esta mezcla se le burbujeó nitrógeno 

y se puso en un baño de sal a 80°C. Después de aproximadamente media 

hora se empezó a ver un cambio de coloración a un rojo ladrillo. Así se 

mantuvo por 48 h.  

Terminado el tiempo de reacción, se eliminó el DMF presente en el matraz 

con el rotavapor a alto vacío. Se realizaron lavados fríos de hexano-

acetona (60:40). El sólido, color naranja grisáceo, se filtró y secó al vacío. 
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Parte del producto fue disuelto en metanol para la posible formación de 

cristales. 

Rendimiento 95% ( 189.4 mg ). 

IR-ATR (cm-1):𝜈  = 3408.1(d), 1680.74(m), 1508.79(f), 792.86(f), 

503.18(d). 

 

MS-ESI(+): m/z: 793.8 [L]·+. 

1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) d 11.79 (s, 1H), 9.78 (d,J 5.2 Hz, 2H), 9.57 

(d, J 8.5 Hz, 2H), 8.54 (d, J 1.5 Hz, 2H), 8.51 (s, 2H), 8.46 (m, 1H), 8.33 

(m, 2H), 8.22 (d, J 7.5 Hz, 2H), 7.41 (d, J 8.46 Hz, 2H), 7.34 (d, J 8.4 

Hz, 2H), 6.38 (s, 2H), 1.23 (s, 18H). 

13C RMN (400 MHz, DMSO-d6) d 163.4, 151.92, 151.13, 148.48, 145.21, 

138.57, 136.31, 135.95, 131.36, 127.48, 126.62, 126.59, 126.36, 

122.24, 117.90, 60.56, 34.83, 31.41. 

VII.3.3 Complejo 1 

 

Para la obtención del compuesto de coordinación metal-ligante, se 

disolvieron 120 mg de L (0.17 mmol) en 3 mL de DMF anhidro. 

Posteriormente se adicionaron 41 mg de CuBr2 (0.19 mmol). Al adicionar 

dicha sal se observó un cambio de coloración inmediato a una solución 

verde oscuro. Se añadieron 47 μL de Et3N (0.34mmol) en una solución 

Esquema 9. Síntesis del complejo 1. 
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del 25% en MeOH para favorecer la desprotonación de las amidas. La 

mezcla fue calentada en un baño de sal a 40°C y dejada en agitación por 

48 h. 

Pasado ese tiempo, se llevó la mezcla de reacción al rotavapor. Se eliminó 

primero el MeOH restante y se procedió a la eliminación del DMF. Al ver 

que lo que quedaba era de consistencia viscosa, se procedió a redisolver 

en acetona (para formar una mezcla de disolventes isotrópicos que 

favorecieran la eliminación del DMF) y volver a llevar al rotavapor. El 

producto fue raspado del matraz y puesto en un baño de éter frío. El 

resultado fue filtrado por gravedad y dejado a secar en vacío. 

Rendimiento 78% ( 123.8 mg ). 

IR-ATR (cm-1): 𝜈 = 3443.1(d), 2960.1(m), 1359.5(f), 790.3 (f). 

ESI+ MS: m/z: 855 [CuLBr]·+. 
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VIII. Resultados 

El capítulo describe los resultados más importantes de este trabajo, 

enfocados en la síntesis del quimiosensor de Cu(II), su caracterización 

espectroscópica, los estudios de detección de biotioles en solución por 

diferentes técnicas espectroscópicas y el desarrollo de tiras reveladoras 

para homocisteína y cisteína.  

 

VIII.1  Síntesis química  

El complejo de Cu(II), 1 fue sintetizado siguiendo el procedimiento de las 

tres reacciones en el Esquema 10. El intermediario BQ5 y L fueron 

caracterizados usando 1H, 13C RMN, IR-ATR, DART+ y MS-ESI(+). Estos 

productos son puros de acuerdo con sus espectros de 1H RMN, los cuales 

muestran un número de señales consistentes con estructuras químicas.  

 

 

 

El intermediario químico BQ5 fue obtenido con un rendimiento del 98 % 

por la reacción entre dicloruro de piridin-2,6-dicarbonilo con y 2.0 equiv. 

de 5-aminoquinolina en tolueno seco, su espectro con la asignación de las 

Esquema 10. Ruta sintética. 
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señales se muestra en la Figura 6. También se realizó un DART(+) donde 

la señal más intensa 420 m/z se puede asignar a [BQ5]·+ (C25H17N5O2, 

419.44 m/z) (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Espectro de Masas DART(+) de intermediario BQ5 y estructura 

química del mismo. 
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Figura 6. Espectro 1H-RMN del intermediario BQ5 en DMSO-d6 a 400 MHz. 

 

 

Figura 7. Expansión de la Figura 6. 
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Figura 8. Espectro de 1H-RMN de L en DMSO-d6 a 400 MHz. 

 

Figura 9. Expansión de la Figura 8. 
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El ligante dicatiónico L fue obtenido como sal de bromuro con un 

rendimiento del 95 % por la reacción entre el intermediario BQ5 y 

bromuro de 4-tert-butilbencilo. Los espectros correspondientes de 1H, 13C, 

IR-ATR, y MS-ESI(+) se muestran desde la Figura 8 a la Figura 12. 

 

El espectro 1H RMN de L en DMSO-d6, Figura 8, mostró tres singuletes en 

11.79, 6.38 y 1.23 ppm que corresponden al grupo amida (-CONH-),  al 

grupo metileno (-CH2-), y al terbutilo (-C(CH3)), respectivamente.  Los 

protones aromáticos del sustituyente (4-terbutil-benceno) se observan 

entre 7.41 y 7.34 ppm.  

 

Los dos dobletes desplazados a campo bajo en 9.80 y 9.60 ppm 

corresponden a los átomos de hidrógeno en posición orto y para del grupo 

N+-terbutilo del anillo quinolina. El resto de las señales de quinolina se 

observan en el intervalo 9.78 – 8.22 ppm.  

 

El espectro 13C RMN de L en DMSO-d6, Figura 10, mostró una señal en 

163.43 ppm que corresponde al carbono cuaternario de la amida (-CONH-

). Las dos señales a menor campo, 34.83 y 31.41 ppm, hacen referencia 

a los carbonos del terbutilo, siendo la señal más intensa la de los metilos 

y la menos intensa la de los cuaternarios. 
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Figura 10. Espectro de 13C-RMN de L en DMSO-d6 a 400 MHz. 

 

Por otra parte, el espectro de masas ESI, con un escaneo positivo,  

muestra prácticamente una señal intensa en 793.8 m/z que se puede 

asignar al monocatión [L2+ + Br-]+ (C47H47N5O2, 793.83 m/z) (Figura 11).  
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Figura 11. Espectro de Masas ESI(+) del ligante L en metanol y estructura 

química de la sal de bromuro L. 

 

La Figura 12 muestra el espectro IR-ATR del complejo, las principales 

bandas son observadas en 1680.74 y 3408. 10 cm-1. De éstas, la primera 

es del carbonilo de la amida y la segunda del enlace nitrógeno – hidrógeno 

de la misma. Arriba de 3000 se observan las señales para los C-H 

aromáticos, en específico en 3083.39 y 3151.76. Se sabe que en esta 

zona se muestran enlaces sp2. La presencia de enlace carbono – 

hidrógeno del terbutilo se confirma con la señal en 2959.53 referente a 

alifácticos. En la parte derecha del espectro se ven dos señales fuertes, a 
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1508.79 y 792.82; la primera corresponde a una segunda señal del 

nitrógeno de la amida mientras que la segunda, a la presencia de la 

quinolina. 

 

Figura 12. Espectro de IR-ATR de L. 

 

El complejo de Cu(II), 1 fue obtenido como un polvo cristalino de color 

café obscuro en un rendimiento del 78% por la reacción directa entre el 

ligante L con la sal de CuBr2 en metanol y en presencia de una base. El 

complejo fue caracterizado por MS-ESI(+), IR-ATR y RPE como se 

muestra de la Figura 13 a la Figura 15. 
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Figura 13. Espectro de masas ESI(+) del complejo 1 en metanol y 

estructura química del complejo [CuLBr]+. 

 

La primera evidencia de la formación del complejo de Cu(II) fue obtenida 

por espectrometría de masas. El espectro ESI(+) del complejo 1 muestra 

una señal principal a 854.7 m/z que se puede asignar al catión [CuLBr]+ 

(formula mínima: C47H45BrCuN5O2, 855.3 m/z) como se observa en la 

Figura 13.  
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Figura 14. Comparación de espectros IR-ATR de L y 1. Desaparición de 

señal en 3408 cm-1 referente al grupo amida (-NH). 

 

Para comprobar la coordinación del ion Cu(II) con el ligante L a través de 

cavidad y los átomos donadores [NNN] se realizó una comparación entre 

los espectros de IR-ATR del ligante libre L y el complejo 1, Figura 14. En 

general, las bandas de los grupos amida que se encuentra en 3408 cm-1 

en el ligante52, desaparecen después de la reacción con la sal de Cu(II), 

lo cual sugiere fuertemente la participación de estos grupos en la 

coordinación. También observamos el desplazamiento de la banda de los 

carbonilos a un número de onda menor. Si bien estos no participan 

directamente en el enlace, al estar en enlace con el nitrógeno de la amida 

que forma un enlace covalente al metal, también se ven afectados y se 

espera que se desplacen a menores números de onda. Por parte de la 
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piridina, Nakamoto52 reporta que las vibraciones de frecuencia alta se van 

a ver poco afectadas por la formación del complejo de coordinación.  

La Figura 15 muestra el espectro de RPE del complejo en metanol a 77K 

con sus parámetros. El espectro es del tipo anisotrópico (g∥= 2.43 y g⊥= 

2.088) y muestra características señales hiperfinas en la región paralela 

debido al ion Cu(II). Los parámetros g fueron estimados en el orden g∥> 

g⊥> 2.0023, lo cual indica una geometría de pirámide de base cuadrada 

(estado fundamental, dx
2
-y

2) para el centro metálico del complejo 1.12,53,54 

 

 

Figura 15. Espectro RPE tomado a 77 K de una solución 0.002 M de 1 en 

MeOH, frecuencia= 9.04 GHz. 
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VIII.2 Estudios de complejación de L con Cu(II) en agua 

Es bien conocido que la complejación de iones metálicos paramagnéticos 

a fluoróforos extingue fuertemente la emisión  y la posterior 

descoordinación del centro metálico por un agente externo como un 

analito puede restaurar la emisión original del fluoróforo.12,53 Con el 

propósito de desarrollar un quimiosensor fluorescente del tipo turn-on, 

capaz de operar en medios acuosos, se estudió como primer etapa  la  

complejación  y estabilidad química del fluoróforo orgánico L con el ion 

Cu(II) en agua a pH= 7.4 (10 mM, MOPS). La constante de formación fue 

estimada por titulaciones espectroscópicas bajo estas condiciones. 

En la  

Figura 16. Espectros de UV-Vis del complejo 1 preparado in-situ y en 

forma sintética en agua a pH= 7.4. 

Figura 16 vemos que el espectro del complejo 1 cuenta con dos máximos. 

El primero a 214 nm hace referencia a las transferencias de carga 

intraligante mientras que el segundo máximo a 308 nm hace referencia a 

la transferencia de carga metal-ligante de un compuesto de coordinación. 
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La Figura 17 muestra la familia de espectros de absorción cuando una 

solución acuosa de L (20 µM) es titulada con la sal de CuBr2 (0 – 71 µM). 

La existencia de dos puntos isosbesticos a 331 y 360 nm indica que solo 

dos especies están en equilibrio (Esquema 11).  El cambio hipercrómico 

de la absorbancia a 400 nm (Figura 17) puede ser bien ajustado a un 

modelo de complejación 1:1 usando la ecuación (1), donde el valor de la 

constante fue estimada en K(L-Cu)= 4.07 (±0.04) x 105 M-1. Donde la Aobs 

es la absorbancia observada, AL es la absorbancia del ligante libre,  ΔA∞ 

es el máximo cambio de absorbancia inducido por la presencia del Cu(II) 

a saturación, [Cu]T es la concentración total del ion metálico y K(L-Cu) es 

la constante de unión. La comparación del espectro UV-Vis del complejo 

1 preparado in-situ, a partir de su titulación, es prácticamente igual al 

espectro UV-Vis del complejo 1 preparado por la metodología sintética del 

Esquema 10, lo cual sugiere que en solución el ligante L tiene alta afinidad 

por los iones Cu(II) y forma la especie 1:1, independientemente de la ruta 

sintética por la que sea preparado. Adicionalmente, el espectro de masas 

tomado de una solución CH3OH-H2O confirma esta estequiometria 1:1.  

 

 𝑨𝒐𝒃𝒔 = 𝑨𝑳 +
𝜟𝑨∞ {[𝑳]𝑻+[𝑪𝒖]𝑻+

𝟏

𝑲𝑳−𝑪𝒖
−[([𝑳]𝑻+[𝑪𝒖]𝑻+

𝟏

𝑲𝑳−𝑪𝒖
)

𝟐

−[𝟒][𝑳]𝑻[𝑪𝒖]𝑻]

𝟎.𝟓

}

𝟐[𝑳]𝑻
         (1) 

 

La titulación fluorimétrica (λex= 330 nm)  de L con CuBr2 se muestra en 

la Figura 18. La adición de 1.0 equivalente de Cu(II) extingue por 

completo la emisión verde (530 nm) del ligante, lo cual confirma la 

estequiometria 1:1 del complejo en agua. A partir del perfil fluorimétrico 

a 530 nm, Figura 19, se calculó una constante de unión de K(L-Cu)= 7.32 

(±0.05) x 105 M-1 utilizando la ecuación (1).  
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Figura 16. Espectros de UV-Vis del complejo 1 preparado in-situ y en 

forma sintética en agua a pH= 7.4. 
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Figura 17. Titulación espectrofotométrica de L (20 µM) con CuBr2 en una 

solución acuosa a pH= 7.4 (10 mM MOPS). 
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Esquema 11. Equilibrio alcanzado. 
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La constante de complejación estimada por fluorescencia es ligeramente 

mayor a la obtenida por UV-Vis, lo cual sugiere que la complejación por 

fluorescencia puede tener una contribución del estado excitado del L, lo 

cual no es inesperado.  

 

Imagen 1. Ligante L y complejo 1 en distintos estados de agregación 

(arriba: sólido, abajo: líquido) y a distintas longitudes de onda del 

espectro de la luz (izquierda:espectro visible, derecha:UV). 

 

La Imagen 1 muestra como tanto en disolución acuosa como en sólido, el 

ligante L presenta luminiscencia verde pero al acomplejarlo con Cu(II) 

ésta desaparece por el apagamiento. 
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VIII.3 Estabilidad del complejo en medios acuosos  

Un requisito preliminar para los quimiosensores es su estabilidad química 

en el medio de detección.  La Figura 20 muestra los máximo de absorción 

a 318 y 400 nm en función del tiempo (0 – 90 min.), prácticamente los 

valores de absorción permanecen constantes, lo cual indican que el 

complejo 1 es estable en medios acuosos en este intervalo de tiempo y 

se mantiene como especie monomérica.  

 

Figura 18. Titulación fluorimétrica (λex= 330 nm)  de L con adiciones 

crecientes de Cu(II) hasta 1.0  equivalente en agua a pH= 7.4 (10 mM 

MOPS). 
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Figura 19. Perfil fluorimétrico de la titulación a 530 nm de L en función de 

[Cu(II)]. La línea sólida corresponde al ajuste de los datos experimentales 

para un modelo 1:1 usando la ecuación (1). 

 

Figura 20. Máximos de absorción a 318 y 400 nm del complejo 1 (20 µM) 

en agua a pH= 7.4 en función del tiempo. 
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VIII.4 Detección fluorescente de biotioles.  

La respuesta visual bajo la radiación de luz UV (365 nm) de una solución 

acuosa de 1 (50 µM) a pH= 7.4 (10 mM, MOPS) por la presencia de 10 

equivalentes de HCy, Cys y diferentes aminoácidos (Ala, Arg, Gly, His, 

Phe, Pro, Ser y Val)  fue analizada.  

 

 

Imagen 2. Cambio visual de color de una solución acuosa del complejo 1 

(50 mM) a pH= 7.4 por la adición de HCy, Cys y diferentes aminoácidos 

([X]= 0.5 mM) bajo la radiación de luz UV (365 nm). 
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Figura 21. Selectividad fluorescente relativa de 1 con aminoácidos y 

biotioles en agua a pH= 7.4. 

 

En principio, la emisión verde intensa del ligante libre desapareció por 

completo por la adición de un equivalente de la sal de bromuro de Cu(II) 

y esta fue restituida únicamente por las adiciones de HCy y Cys. En 

contraste, el resto de aminoácidos mostraron una emisión verde muy 

débil comparada con los biotioles como se observa en la Imagen 2. De 

forma cuantitativa, se muestra la selectividad fluorescente relativa en la 

Figura 21, llegando a la misma conclusión que con la prueba visual. 
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Figura 22. Espectros de emisión (λ ex= 330 nm) en 2D de L, 1 y el 

sistema 1 + HCy en agua a pH= 7.4. 

 

 

Figura 23. Titulación fluorimétrica (λex= 350 nm) del complejo 1 (20 µM) 

por adiciones de HCy. 
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Figura 24. Perfil fluorimétrico a 350 nm, mostrando un ajuste lineal. 

 

A continuación una prueba de selectividad relativa de los analitos fue 

realizada por espectros de fluorescencia. Alícuotas de soluciones stock 

concentradas de diferentes aminoacidos, HCy, Cys y GSH ([X]final= 200 

µM) fueron adicionados a una solución acuosa del complejo 1 la emisión 

a 530 nm fue grabada como se muestra en la Figura 23. La adición de 

HCy induce un aumento muy fuerte de la emisión verde (IF/Io), por otro 

lado, Cys y GSH encienden modernamente la emisión de la solución 

acuosa de 1, pero con una menor intensidad que la observada para 

homocisteína. En contraste, el resto de los aminoácidos, que carecen del 

grupo tiol (-SH) en su estructura tienen una respuesta de emisión muy 

débil (IF/Io ≤ 9). 
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Para estudiar la reversibilidad de la emisión fluorescente por la 

coordinación/descoordinación del ion Cu(II) al ligante L inducida por la 

adición de HCy, se tomaron los espectros de emisión del ligante libre L, 

complejo 1 y el sistema 1 + HCy (3 equiv.). Las superficies de los 

espectros de emisión se muestran en la Figura 22. 

Después de la adición de HCy, el espectro de emisión se restaura y es 

prácticamente igual al original del ligante libre tanto en el máximo, la 

forma y la intensidad, lo cual sugiere fuertemente que la señal analítica 

es originada por la liberación del ligante L. 

 

Considerando la afinidad y selectividad de 1 por HCy, se realizó una 

titulación fluorimétrica para determinar el límite de detección de la HCy 

por el complejo 1. La Figura 23 muestra la activación de la emisión verde 

de una soluciona acuosa de 1 (20 µM) por adiciones crecientes de HCy a 

pH= 7.4. El perfil del máximo de emisión tiene un comportamiento lineal 

en el intervalo 0 – 110 µM de HCy (R2= 0.99727) (Figura 24). A partir de 

la pendiente en el intervalo lineal se determinó un límite de detección de 

LOD= 285±10 nM. El límite de detección definido como LOD= 3s/σ donde 

s es la desviación estándar el blanco y σ es la pendiente (3.5x106) de la 

curva de calibración. 

 

Para investigar el posible mecanismo químico de detección, la solución del 

experimento de titulación fluorimétrica fue analizado por espectrometría 

de masas ESI(+), Figura 25.  El pico a 793.8 m/z corresponde al ligante 

libre {L + Br}+  (C47H47N5BrO2, 793.83 m/z) y el pico a 565.9 corresponde 

a una fragmentación del ligante libre, específicamente a la pérdida de un 

fragmento 1-(terbutil)-4-metilbenzeno. Estructuras de ambos 

compuestos se muestran en la Figura 26. La liberación del ligante L, por 

adición de Hcy o Cys puede ser el resultado de una reacción de oxido-

reducción. Los biotioles son agentes reductores que pueden reducir el ion 
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Cu(II) a Cu(I) en agua,55 lo cual puede resultar en la descoordinación de 

centro metálico debido a que Cu(I) no es estabilizado por el sitio de 

coordinación [NNN], lo cual restaura la fluorescencia original del ligante 

como se observó en los experimentos espectroscópicos.  

 Este mecanismo es llamado como ensayo de desplazamiento por 

indicador y un equilibrio hipotético de este mecanismo se muestra en el 

Esquema 11.  

Para comprobar la reducción del Cu(II) a Cu(I), se realizaron mediciones 

de RPE de una solución del complejo 1 en ausencia y presencia de HCy. 

La Figura 27 muestra las mediciones y se observa que la adición de HCy 

induce la desaparición de la señal característica del ion Cu(II), lo cual 

soporta la reducción a Cu(I).  
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Figura 25. Espectro de masas ESI(+) del complejo 1 en MeOH tras la 

adición de 5 eq de HCy para la titulación por RPE. 

 

 

Figura 26. Especies catiónicas encontradas en el análisis por ESI de la 

mezcla del complejo 1 + HCy. 
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Figura 27. Espectro RPE tomado a 77 K de una solución MeOH de 1 en 

ausencia y presencia HCy (5 equivalentes), frecuencia= 9.04 GHz, 

mostrando las soluciones del análisis bajo irradiación de luz UV. 

 

VIII.5 Detección visual por tiras reveladoras 

Con el objetivo de mostrar una aplicación práctica del quimiosensor 1, se 

desarrollaron tiras reveladoras con el siguiente procedimiento.  Para 

impregnar las tiras con el quimiosensor y posteriormente el analito, se 

tomó papel filtro de la marca Whatman no. 2 de 185 mm de espesor y se 

cortaron tiras de 2x4 cm. Posteriormente, en cajas Petri, se colocaron 

gotas de 300 µL de la solución stock del quimiosensor (0.1M en MeOH) 

sobre la cual se puso a reposar cada tira reveladora. Se dejó secar a 

temperatura ambiente por 15 min. Una vez ya secas, se procedió a 
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impregnar con el analito de interés. 

Para la primera ronda, se usó una solución stock de homocisteína de 0.1M 

en agua destilada la cual fue diluida para crear la rampa de concentración 

que se muestra en la Imagen 3 ( complejo 1 libre, +20/100 HCy, +40/100 

HCy, +60/100 HCy, +80/100 HCy, +stock HCy). Nuevamente, 

depositando gotas de 300 µL sobre las cajas Petri, se dejó impregnar una 

tira sobre cada gota de las diferentes soluciones. Éstas se dejaron secar 

24 h. Para la segunda ronda, se usaron 10 analitos distintos entre 

aminoácidos y biotioles (complejo 1 solo, Hcy, Cys, GHS, Ala, Arg, Gly, 

Ph, Pro, Ser and Val). Al igual que para la Hcy se prepararon soluciones 

0.1M y con la ayuda de la micropipeta, se dejaron gotas de 300 µL en una 

caja Petri de cada solución para impregnar cada tira. También se dejaron 

secar por 24h a temperatura ambiente. Estas tiras se muestran en la 

Imagen 4. 

Una vez teniendo todas las tiras, se pusieron debajo de la lámpara UV 

donde se fotografiaron. Adicionalmente, se creó una tira donde al añadir 

HCy en ciertos lugares, se eliminó el quencheó de manera estratégica 

para que debajo de la luz UV se lea UNAM pero a luz natural no se vea 

ningún cambio (Imagen 5). 

 

 

Imagen 3. Tiras reveladoras de 1 bajo radiación de UV-Vis mostrando el 

cambio visual inducido por la presencia de HCy, Cys y diferentes 

aminoácidos. 
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Imagen 4. Tiras reveladoras de 1 bajo radiación de UV-Vis después de ser 

inmersas en soluciones acuosas de HCy a diferentes concentraciones (0, 

20, 40, 60, 80 y 100 µM). 

 

 

Imagen 5. Tira reveladora con acrónimo de la universidad donde se realizó 

el proyecto. 

 

Después de obtenidas las tiras reveladoras de la Imagen 4 se concluyó 

que el límite de detección visible para el sensor es de 100 µM pues, 

aunque antes ya se empieza a ver una pequeña emisión, es en este punto 

donde se ve el salto más claro. Por otro lado, en la Imagen 3 se observa 

la especificidad del sensor 1 hacia Hcy y Cys con respecto a los otros 

analitos. 
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IX. Conclusiones 

Se logró desarrollar y caracterizar un sensor químico luminiscente basado 

en un mecanismo de activación de la fluorescencia “turn-on” para 

biotioles. 

Para la síntesis del complejo 1 se calculó una constante de unión del 

complejo K(L-Cu)= 7.32 (±0.05) x 105 M-1. 

El complejo muestra estabilidad en medio acuoso en concentraciones 

micromolares. Dentro de este intervalo se observó que la luminscencia 

verde presentada por el ligante se apagaba por la presencia del metal en 

la esfera de coordinación pero volvía a encenderse cuando a la solución 

se le añadía Hcy o Cys. El perfil del máximo de emisión tiene un 

comportamiento lineal en el intervalo 0 – 110 µM de HCy (R2= 0.99727). 

con un límite de detección de 285±10 nM. 

 

El mecanismo por el cual sucede el desplazamiento del centro metálico es 

conocido como ensayo de desplazamiento por indicador. En este, el biotiol 

reduce al ion Cu(II) y al no ser el Cu(I) estable en un sitio de coordinación 

tipo pinza, este es expulsado. 

 

Estos resultados son positivos para la utilización del complejo 1 como 

sensor luminiscente, soluble y selectivo en aplicaciones analíticas para la 

cuantificación de Hcy y CYs. 

Asimismo, las tiras reveladoras muestran gran potencial para la creación 

de una pueba visual, rápida, accesible y de bajo cosoto para la 

cuantificación de Hcy y Cys. 
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