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Sensores y actuadores de alta resolución espacial y  temporal  
 
RESUMEN 
 
 Se diseñaron sistemas de sensores y actuadores de dimensión molecular con el fin de 

tomar datos analíticos con una alta resolución espacial y temporal, y a la vez poder 

actuar químicamente sobre el sistema de la misma forma. Para ello se utilizó un 

enfoque que consiste en el diseño de actuadores en base a la química de los 

compuestos de coordinación de Ru(II)-bipiridina, los cuales fueron caracterizados, 

analizando en particular su fotoquímica. La interface entre los sensores y actuadores 

moleculares y el entorno macroscópico se desarrolló mediante cámaras digitales de 

alta resolución y de videocámaras digitales de alta velocidad y bajo costo, acopladas a 

microscopios iluminados por LEDs o láseres de estado sólido. Se ha sintetizado un 

fotoliberador de una base, la cual permite aumentar el pH de forma localizada, el cual 

fue utilizado en forma simultánea con un sensor basado en un indicador ácido-base, 

tanto en un sistema FIA como en otra clase de sistemas. La técnica utilizada para la 

determinación de la variable pH fue el uso de microscopía de trasmisión, lo que tiene 

la ventaja de evitar la necesidad de utilizar intensidades de irradiación elevadas como 

en el caso de técnicas de fluorescencia. También se diseñó y sintetizó un sensor de 

potencial redox con las bandas de absorción sintonizadas para aplicar en mediciones 

utilizando el mismo método de detección con cámaras CCD. Por otro lado, se 

diseñaron distintas sondas fluorescentes en las cuales actúa un proceso de 

transferencia de energía que fue utilizado para favorecer la fotoliberación de moléculas 

enjauladas a longitudes de ondas largas. Este fenómeno de transferencia de energía 

fue aplicado al desarrollo de un compuesto capaz de producir un efecto de las mismas 

características que la excitación convencional de dos fotones, donde la luz emitida 

mantiene una dependencia no lineal, sino cuadrática, respecto de la luz de irradiación, 

evitando la necesidad de las altísimas potencias instantáneas necesarias en la 

excitación de dos fotones convencional, en la que ambos fotones deben llegar en un 

tiempo del orden de las transiciones electrónicas. Este tipo de sondas podrían ser la 

base, de nuevas técnicas de microscopía de fluorescencia, permitiendo reducir 

enormemente los costos de equipamiento.  

 

Palabras clave: Sensores, Actuadores, Alta resolución, Compuestos enjaulados, 
Rutenio, pH, Redox, Transferencia de energía, Excitación multifotónica. 
 
 
 



High temporal and spatial resolution molecular sens ors and 
actuators. 
 
ABSTRACT 
 
 
The present work involves the development of sensors and actuators with molecular 

dimensions to obtain analytical data with high spatial and temporal resolution and to 

chemically actuate on the system in the same way. The approach chosen involves the 

design of actuators based on the chemistry of Ru(II)-bipyridine coordination 

compounds which were characterised photochemically. The interface between the 

molecular probes and the macroscopic environment was based on high-resolution 

digital cameras and low cost high speed digital video cameras that were coupled to a 

microscope illuminated by LEDs or solid-state lasers. A caged base that 

photodeliveries an amine was synthesized. After irradiation the expelled base 

increases the pH in a localized area. It was used simultaneously an acid-base indicator 

as probe, in a FIA system model and other types of systems. The pH data was 

obtained by transmission microscopy. This provides the advantage of avoiding the 

need to use high irradiation intensities as with fluorescence techniques. It was also 

designed and synthesized a redox probe with absorption bands that were tuned in 

order to be compatible with the color filters of digital color cameras. Several fluorescent 

probes were also designed in which an energy transfer process allows the 

photodelivery of caged molecules with long wavelength light. This phenomenon of 

energy transfer was also applied to the development of a compound capable of 

producing an effect of the same characteristics as conventional two-photon excitation, 

where the emitted light maintains a nonlinear dependence but quadratic with respect to 

the irradiation light while avoiding the usual need of very high instantaneous power to 

get both photons arriving at a time on the electronic transitions. This kind of probes 

could be the base of new techniques of fluorescence microscopy, allowing a significant 

reduction on equipment costs.  

 

Keywords: Sensors, Actuators, High Resolution, Caged Compounds, Ruthenium, pH,  

 

Redox, Energy Transfer, Multiphotonic Excitation. 
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Capítulo 1. 

INTRODUCCION: 
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1.1 OBJETIVOS Y ALCANCE DE LA TESIS: 
 
 
 Los procesos químicos dependen de diversas variables, las cuales deben ser 

controladas para obtener el resultado deseado. El control de estas variables se basa 

en dos grandes grupos de dispositivos: sensores y actuadores. Los sensores permiten 

tomar información del sistema a controlar, mientras que los actuadores, operar 

físicamente sobre el mismo. La combinación entre un sensor y un actuador permite 

controlar una variable determinada. Las nuevas necesidades en diversas áreas de la 

investigación científica, y las nuevas tecnologías de medición, han generado una 

necesidad de disponer de sensores y actuadores capaces de operar en escalas 

espaciales y temporales muy precisas. En el "Laboratorio de Dispositivos Moleculares" 

del INQUIMAE (Instituto de la Química de los Materiales, Ambiente y Energía) se ha 

trabajado generando diversos tipos de sensores y actuadores desde hace ya más de 

diez años, principalmente para aplicaciones en campos de la biología y bioquímica 

analítica. En particular, en este trabajo se ha logrado obtener un actuador, que permite 

generar un aumento de pH de forma localizada en el orden de los 10-8 s, basado en un 

fotoliberador de una base y de forma simultánea poder realizar una medición del pH 

con una alta resolución espacial y temporal. También se ha ampliado este tipo de 

sensores a la medición de potencial redox. Por otro lado, en los últimos años se han 

publicado trabajos en los cuales se demuestra la transferencia de energía, en 

compuestos organometálicos, entre un centro metálico y un ligando o viceversa. En 

este trabajo se ha hecho uso de este fenómeno en la aplicación para la mejora de las 

propiedades de fotoliberación de compuestos enjaulados y su aplicación en técnicas 

de microscopía avanzadas. 
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1.2 SENSORES Y ACTUADORES: 
 

Sensores Moleculares: 

 
 
 Un sensor molecular (también conocido como químiosensor) es una molécula 

que interacciona con un analito determinado generando algún tipo de respuesta. Esta 

puede ser la emisión de luz, cambios en la absorción de luz a determinadas longitudes 

de onda, cambios en la solubilidad, o algún tipo de señal eléctrica, entre otras. 

El requerimiento de una alta resolución espacial en la obtención de datos 

analíticos en sistemas puede ser llevado a cabo mediante sensores moleculares los 

cuales no sólo permiten suplir esta necesidad debido a sus dimensiones, sino que 

poseen también una respuesta relativamente rápida ante el cambio de la variable que 

se desea determinar. 

 Muchas de estas moléculas-sensores han sido empleadas en determinaciones 

analíticas como por ejemplo en técnicas de titulación utilizándolos como indicadores 

de pH, complejométricos, gravimétricos, etc.[1,2] Si bien en esta clase de técnicas 

tradicionales no es necesaria una alta resolución espacial y temporal, el principio en el 

que se basan las técnicas más avanzadas es el mismo. 

  En la Figura 1.1 se muestran las estructuras de algunos compuestos 

utilizados como indicadores. 
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Figura 1.1. Estructuras químicas de distintos indicadores de (a) pH: Fenolftaleína. (b) Redox: 
Azul de Metileno. (c)  Complejométrico: Negro de Eriocromo T. 
 

 

 Actuadores Moleculares: 

 
 
 La posibilidad de actuar químicamente en un sistema para modificar alguna 

variable del mismo puede ser llevada a cabo mediante diversos sistemas. Los 

sistemas electromecánicos permiten cierto control para algunas variables como pH, 

concentraciones de substancias, etc. mediante inyección controlada. La posibilidad de 

lograr una localización espacial o temporal elevada es muy reducida para dichos 

métodos. 

En cambio, el uso de actuadores moleculares presenta dos ventajas 

importantes: existen reacciones químicas con velocidades de reacción muy elevadas y 

que pueden ser iniciadas mediante diversos métodos, generalmente eléctricos u 

ópticos. Estos métodos, especialmente los ópticos, son mínimamente invasivos 

respecto al sistema en estudio. 

a b 

c 
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 Las reacciones fotoquímicas son procesos que transcurren en el orden de entre 

los ps y los ms, y para las cuales se pueden llegar a una resolución del órden del 

micrón, o incluso inferior mediante técnicas de microscopía avanzadas. Utilizando los 

arreglos ópticos correspondientes son una excelente opción para el diseño de 

actuadores moleculares. Una clase de actuadores de este tipo son los compuestos 

"enjaulados", los cuales serán descriptos con mayor detalle posteriormente. La 

capacidad de liberar moléculas mediante excitación por luz permite no sólo obtener 

una alta resolución espacial y temporal, sino que también puede ser un buen método 

no invasivo para actuar sobre el sistema a diferencia del uso, por ejemplo, de 

electrodos. 

 

 
1.3 ACTUADORES MOLECULARES Ru-bpy: 
 
 
 El uso de actuadores fotoquímicos a aumentando en los últimos años. El 

principio en el que se basan estos actuadores es que las moléculas sólo poseen 

actividad luego de ser fotoliberadas, pero no al estar unidas al grupo protector. O sea, 

los compuestos enjaulados están constituidos por dos partes, la molécula que se 

desea liberar y el grupo protector fotoactivable. 

 Los primeros estudios de esta clase de moléculas se realizaron en la década 

de los 70, por ejemplo en el caso de aminoácidos o carboxilos.[3] Desde entonces, 

muchas moléculas que presentan actividad biológica han sido “enjauladas”. A fines de 

la década del 70 se utilizó el primer compuesto enjaulado utilizado en sistemas 

biológicos fue un compuesto que libera ATP (Figura 1.2).[4] En la década posterior se 

utilizaron compuestos enjaulados para generar estímulos en receptores celulares.[5] 

Pero fue recién en la década del 90 que se amplió la síntesis y usos de esta clase de 

compuestos para enjaular moléculas de relevancia biológica. [6-7-8] 

 



6 
 

 

Figura 1.2. Primer compuesto enjaulado ATP. 
 

 Uno de los grupos protectores que se han empleado en dichos trabajos con 

este fin es el nitrobenzilo. Esta clase de compuestos enjaulados se activan con luz UV 

(<350 nm). La desventaja del uso de esta clase de luz es que la luz UV-Vis se 

dispersa en el tejido biológico más que la de longitudes de onda altas y además es 

tóxica. [9,10] 

 Una de las principales ventajas del uso de compuesto de la familia Ru-bpy 

como fotoactuadores es que estos utilizan luz de menor energía para fotoliberar la 

molecula deseada, debido a que los enlaces que se rompen en el proceso fotoquímico 

son metal-ligando. A partir del uso del primer compuesto enjaulado 

([Ru(bpy)2(4AP)2]
2+) en el año 2003 se han estudiado diversos compuestos 

fotoliberadores en la última década[11-18]. Algunos de ellos se encuentran disponibles 

comercialmente (Figura 1.3). 
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Figura 1.3 Complejos Ru-bpy utilizados como liberadores de moléculas de interés estudiados 
en los últimos años.  

 
 
 
 
 
1.4 ESTRUCTURA COMPLEJOS Ru-bpy: 
 
 
 Los compuestos enjaulados Ru-bpy que se estudiaron presentan una 

estructura octaédrica formada por un centro metálico (Rutenio) al cual se encuentra 

coordinada la molécula enjaulada (L1). Las otras cinco posiciones son ocupadas por 

ligandos que pueden ser modificados según las propiedades que se desean obtener 

del complejo. Dos o más de estas deben ser utilizadas para la coordinación de uno (o 

dos) ligando bidentado como por ejemplo la 2,2´-bipiridina o 1,10-phenantronina que 

generan un estado excitado MLCT. El sexto ligando (L2) puede ser utilizado para 
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modular las propiedades físicas y químicas del actuador fotoquímico.[14,19,20] La 

estructura de estos complejos se muestra en  la Figura 1.4. 

 

 

Figura 1.4. Estructura general de los actuadores Ru-bpy. 

 

Esta clase de complejos poseen una alta afinidad con grupos funcionales tales 

como aminas, piridinas, fosfinas, fosfitos, fosfinitos, nitrilos y tioéteres. 

En el caso de ligandos α-aminoácidos, éstos pueden comportarse como 

ligandos bidentados (coordinando tanto por el grupo amino como por el grupo 

carboxilato). Esta configuración presenta una eficiencia cuántica de fotoliberación 

prácticamente nula, debido a la recaptación del ligando. Por lo que es necesario 

utilizar otro ligando para permitir la coordinación monodentada únicamente de la 

molécula a enjaular. Pero este ligando auxiliar debe tener la particularidad de 

permancer inerte a la fotólisis. [14] 

Los ligandos fosfina son fuertes π aceptores. Esta propiedad torna a los 

ligandos fosfina más inertes a la fotoliberación.[21] También como consecuencia de su 

fuerte carácter π aceptor esta banda MLCT de los complejos aparece a mayores 

energías, lo cual provoca un aumento en la eficiencia cuántica de la fotoliberación del 

ligando más lábil (se entrará en mayor detalle de esta relación más adelante). Por 
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ejemplo en el caso del complejo [Ru(bpy)2(GABA)2]
2+ y [Ru(bpy)2(PPh3)(GABA)]2+, λmax 

= 489 y 424 nm y ϕ = 0,03 y 0,21, respectivamente.[13,14] 

Las fosfinas que poseen grupos fenilos, tales como la PPh3, poseen una alta 

lipofilicidad. Esta característica incrementa la afinidad del complejo con las membranas 

celulares, lo cual puede traer efectos no deseados en estudios de sistemas biológicos. 

Para disminuir la lipofilidad se pueden utilizar fosfinas con grupos alifáticos menos 

voluminosos como por ejemplo la PMe3. 

Se ha observado que en complejos de estructura cis-[Ru(bpy)2L1L2]
n+. Si L1 y L2 

son diferentes ligandos, se produce más fácilmente la fotoliberación del ligando que 

posee menor carácter donor σ. Por lo tanto ligandos nitrilos, tioéteres o tetrazoles 

producen una reacción fotoquímica limpia cuando el ligando auxiliar es una amina, 

piridina o fosfina. En cambio, en complejos que poseen una amina y una piridina, la 

probabilidad de fotoliberar una u otra dependerá de la basicidad relativa entre ambas. 

Para el caso de ligandos con la estructura cis-[Ru(bpy)2(L)2]
n+ la fotoliberación de 

ambos ligandos con eficiencia razonable puede ocurrir si los ligandos L son mucho 

menos donores que el solvente (generalmente agua). 

El enlace dado entre un ligando y el centro metalico se produce por donación 

de electrones σ, pero también (dependiendo del ligando) puede existir una 

retrodonación π. Si bien dicha retrodonación aumenta la fuerza de enlace (térmica), el 

carácter donor "neto" del ligando disminuye. En la Figura 1.5 se muestran ejemplos de 

ligandos comúnmente utilizando en complejos Ru-bpy ordenados según su carácter 

donor "neto" de electrones. 

 
 
 
Figura 1.5. Serie espectroquímica con ligandos utilizados comúnmente en complejos Ru-bpy, 
ordenados según carácter donor creciente. 
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1.5 FOTOQUIMICA DE LOS COMPLEJOS Ru-bpy: 
 
 
 Existen distintos tipos de transiciones electrónicas en los complejos de 

coordinación. Por un lado se encuentran las transiciones d-d (o transiciones del 

campo de los ligandos) en las cuales la transición está dada entre orbitales d del 

metal. La diferencia de energía entre éstos está dada por el desdoblamiento del 

campo de ligandos. Este desdoblamiento se debe a la superposición de los orbitales 

de los ligandos (ricos en electrones) con los orbitales d del metal. Dependiendo de la 

orientación de estos últimos y la disposición en la que se encuentran los ligandos, se 

produce una interacción repulsiva o estabilizante de los orbitales d del metal. Esta 

clase de transiciones poseen un coeficiente de extinción bajo (< 100 M-1cm-1) debido a 

que se encuentran prohibidas por spin y por simetría. Este tipo de transiciones son 

denominadas también como transferencias centradas en el metal (MC). 

También existen transiciones centradas en los ligandos (LC) en las cuales los 

orbitales moleculares se encuentran localizados principalmente en los ligandos. Estos 

orbitales moleculares prácticamente no son afectados por la coordinación al metal por 

lo que la banda de absorción de estas transiciones depende de los ligandos. Para el 

caso de las bipiridinas se encuentran en la zona UV. 

 Por otro lado, se encuentran las transiciones de transferencia de carga, su 

nombre se debe a que existe una notoria redistribución de las cargas al producirse 

este tipo de transiciones electrónicas. En este grupo están incluidas las MLCT (Metal 

to Ligand Charge Transfer) en las que la densidad electrónica se mueve de orbitales 

que poseen mayor carácter metálico a los que son predominantemente del ligando, y 

las LMCT (Ligand to Metal Charge Transfer), donde la transferencia de carga se 

produce en el sentido opuesto. Este tipo de transiciones son generalmente más 

intensas que las de transferencias d-d (ε ~ 5000 - 100000 M-1cm-1) y por lo tanto 

constituyen una vía eficiente de captación de luz para iniciar procesos fotoquímicos. 
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 En la Figura 1.6 se ejemplifican orbitales moleculares (HOMO y LUMO) para un 

compuesto de la familia Ru-bpy, con la densidad electrónica centrada en el metal 

principalmente (abajo) y centrada en un ligando (arriba). Los cambios en la densidad 

electrónica demuestran que se trata de una transición MLCT. 

 

Figura 1.6. HOMO y LUMO calculado para el compuesto [Ru(bpy)2(py)Cl]+. 

 

 Las bandas LMCT de la familia de los compuestos estudiados en este trabajo 

se producen en la región visible del espectro, este tipo de transferencias se da en 

complejos en los cuales los ligandos poseen orbitales ocupados de energía 

relativamente alta, o en el caso de que el metal posee orbitales vacíos de baja 

energía. 



12 
 

 Las bandas MLCT se observan mayoritariamente en complejos que contienen 

ligandos que poseen orbitales π* de baja energía o en los cuales el metal posee un 

estado de oxidación bajo y sus orbitales d a una energía relativamente alta. Existen 

muchos ligandos que intervienen en este tipo de transiciones, por ejemplo las 

bipiridinas, las fenantrolinas, etc.  

El comportamiento fotoquímico del complejo [Ru(bpy)3]
2+, y otros de su familia 

luego de la excitación de la banda MLCT ha sido estudiada profundamente debido a 

que el estado excitado que resulta de este tipo de transición posee un tiempo de vida 

media largo (del orden de los µs), permitiendo una gran variedad de usos.[22] 

 En la Figura 1.7 se ejemplifica un diagrama simplificado de orbitales 

moleculares correspondientes al complejo [Ru(bpy)3]
2+. 

 

 

Figura 1.7 Diagrama simplificado de OM correspondientes a un complejo Oh y las transiciones 
posibles para un complejo d6. MC (negro), LMCT (rojo), MLCT (verde) y LC (azul). 
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 A continuación se muestra, en la Figura 1.8 un espectro de absorción del 

complejo [Ru(bpy)3]
2+ con sus respectivas bandas que se deben a transiciones: LC, 

MC, MLCT y LMCT. Esta clase de compuestos producen emisión, la misma se 

encuentra longitudes de onda cercanas a 650 nm. [23] 

 

 

 
Figura 1.8. Espectro de absorción y de emisión del complejo [Ru(bpy)3]

2+, se destacan las 
bandas correspondientes a las transiciones electrónicas presentes en el complejo. 
 

 

En este trabajo se utilizaron como actuadores fotoquímicos complejos de la 

familia Ru-bpy con el centro metálico de Rutenio con estado de oxidación +2. También 

se utilizó una cupla Ru(II)-Ru(III) como sensor de potencial redox. La banda de 

absorción, de los complejos Ru-bpy con estado de oxidación del centro metálico igual 

a +3, que se observa en el rango visible (e IR) del espectro se debe a una transición 

LMCT (generalmente a longitudes de onda mayores a 600 nm). Dada la baja densidad 

electrónica en el centro metálico una transferencia de energía desde un ligando hacia 

el metal es de esperar. [24-26] 
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Diagrama de Estados: 

 
 
 A continuación se ejemplifica un diagrama de estados utilizado como modelo 

para explicar la fotoquímica de los compuestos Ru-bpy, Figura 1.9 (abajo). Los 

procesos fotoquímicos que se producen en este modelo son los detallados en la 

Figura 1.9 (arriba) 

Basal 
hν 1MLCT 

1MLCT kST 3MLCT 

3MLCT kR Basal + hν  

3MLCT kNR Basal + calor 

3MLCT kisc 3MC 

3MC K3 Sustitución de ligando 

 

 

Figura 1.9. Reacciones propuestas en el modelo que explica la fotoquímica de los complejos 
Ru-bpy (arriba). Diagrama de energías en el cual se basa el modelo (abajo). 
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 Como se puede observar, la irradiación de la banda 1MLCT (que se encuentra 

normalmente en el intervalo azul del espectro) puebla un estado excitado en el que 

una bipiridina recibe densidad electrónica del centro de metal (formalmente  Ru3+ -bpy-

). Este estado singlete decae a un triplete (con rendimiento cuántico cercano a 1),[27] 

desde el cual puede haber un decaimiento no radiativo por relajación con el solvente 

(kNR1), puede darse un decaimiento radiativo hacia el estado basal generando 

fosforescencia (kR) o bien  se puede poblar un estado d-d no enlazante (kisc). Este 

estado d-d promueve la ruptura heterolítica de uno de los enlaces coordinados, 

liberando generalmente un ligando monodentado en tiempos característicos de 10-8 

s.[16] La probabilidad de liberación de una bipiridina es casi nula debido a que se trata 

de un ligando bidentado.[28] 

En resumen,  la irradiación de complejos del tipo [Ru(bpy)2L1L2]
n+, 

generalmente produce la expulsión de un ligando monodentado y el complejo Ru-bpy-

solvento correspondiente (generalmente H2O). 

 

 Dependencia entre el máximo de absorción de la ban da MLCT 
con ligandos: 

 
 
 Para poder explotar al máximo la versatibilidad de los complejos Ru-bpy es 

necesario comprender como se modifica el espectro de absorción en el rango visible 

del espectro en función de la naturaleza de los ligandos coordinados. La banda MLCT 

posee un coeficiente de extinción de entre 5000 y 10000  M-1cm-1 y su posición 

dependerá fuertemente de los ligandos utilizados. 

Cuanto más donores sean los dos ligandos monodentados L1 y L2, el estado 

excitado estará situado a menor energía, ya que estos estabilizan el estado excitado 

(Ru3+ -bpy-). Esta menor energía se traduce en un corrimiento de la banda de 

absorción a mayor longitud de onda. Por el contrario, ligandos menos donores (o más 
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aceptores) no generarán una estabilización del estado excitado, por lo cual la banda 

MLCT estará a energías mayores. 

 Esta estabilización o desestabilización genera una dependencia entre la 

posición de la banda de absorción MLCT y la naturaleza donora/aceptora de los 

ligandos monodentados. 

 Una ejemplificación gráfica de estos cambios se muestra en la Figura 1.10. 

1MLCT

3MLCT

1MLCT

3MLCT

d-d d-d

So
So

∆E1

∆E2 ∆E3
∆E1

∆E2

∆E3

Modificación
por ligando

más aceptor

 

Figura 1.10. Diagrama de energías en el que se muestra la diferencia de energía de los 
estados al modificar los ligandos coordinados al centro metálico en complejos del tipo Ru-bpy. 
Notar que (E 1MLCT – E 3MLCT) no varía considerablemente al modificar ligandos. 
 

 Dependencia entre el rendimiento cuántico de fotol iberación 
con el máximo de absorción de la banda MLCT: 

 
 
 Debido a que la eventual fotólisis se produce desde el estado 3MC, situado a 

mayor energía que el 3MLCT (ver Figura 1.10), poblar el 3MC será un proceso 

activado.  Dado que la posición relativa entre 1MLCT, 3MLCT y 3MC no cambia mucho 

al cambiar los ligandos, la distancia entre la banda 1MLCT y 3MC determinará la 

eficiencia de la fotólisis.  Este modelo concuerda con la alta correlación entre la 

posición de la banda de absorción MLCT y el rendimiento cuántico de fotoliberación 

que fue mostrada por Pinnick y Durham.[19] En la Figura 1.11  se muestra un gráfico en 
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el cual se relaciona el rendimiento cuántico de fotoliberación con la posición del 

máximo de la banda de absorción 1MLCT. Los valores de longitud de onda del máximo 

de absorbancia y el rendimiento cuántico de fotoliberación de cada compuesto se 

encuentran en la Tabla 1.1. 

 La tendencia que se presenta es que a mayor longitud de onda, menor 

rendimiento cuántico de fotoliberación.  

 

Tabla 1.1. Posiciones de la banda MLCT y rendimientos cuánticos de fotólisis para los 
compuestos del tipo [Ru(bpy)2(X)(Y)]n+. 
 

X Y λmax (nm) Φfotolisis 

Py (Piridina) Cl (Cloruro) 505 0.04 

4ACPy (4-
Acetilpiridina) Cl 495 0.07 

ACN (Acetonitrilo) Cl 481 0.12 

Py Py 454 0.2 

4-ACPy 4ACPy 442 0.29 

3IPy (3-Iodopiridina) 3IPy 442 0.24 

ACN ACN 426 0.31 
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Figura 1.11. Rendimiento cuántico de fotoliberación en función del máximo de absorción de la 
banda MLCT de los compuestos del tipo [Ru(bpy)2(X)(Y)]n+. 
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Nótese que  aunque es posible sintonizar la banda de absorción MLCT a 

longitudes de onda largas mediante una modificación de los ligandos, el complejo 

obtenido de esta manera tiene un muy bajo rendimiento cuántico de  fotóliberación. 

Volveremos sobre esta cuestión central más adelante. 

 

 

 Dependencia del potencial de reducción con el máxi mo de 
absorción de la banda MLCT: 

 
 
 Así como se observa una dependencia entre el rendimiento cuántico de 

fotoliberación y la posición del máximo de absorbancia de la banda MLCT, existe una 

dependencia entre el potencial de reducción de la cupla Ru(III)/Ru(II) del complejo y la 

posición de dicha banda de absorción. 

 Como se mencionó anteriormente, ligandos más donores generan una 

disminución de la energía del estado 1MLCT, ya que estabilizan la carga del Ru3+ 

presente en el estado excitado. Esta mayor densidad electrónica donada al ión 

metálico genera una disminución del valor del potencial de reducción de la cupla 

Ru(III)/Ru(II). En otras palabras, ligandos más donores facilitan termodinámicamente la 

oxidación a Ru3+. 

 Los potenciales de reducción de una serie de compuestos y las longitudes de 

onda de los respectivos máximos de absorción de la banda MLCT determinados en el 

trabajo de Pinnick y Durham [19] se encuentran en la Tabla 1.2. En  la Figura 1.12 se 

muestra un gráfico donde se puede observar la tendencia descripta anteriormente. 
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Tabla 1.2. Valor del potencial de reducción de la cupla Ru(II) / Ru(III) y posiciones de 
la banda MLCT para los compuestos del tipo [Ru(bpy)2(X)(Y)]n+ 
 

X Y λmax (nm) E1/2 
(Volt) 

Py (Piridina) Cl 
(Cloruro) 505 0.79 

4ACPy (4-
Acetilpiridina) Cl 495 0.82 

ACN (Acetonitrilo) Cl 481 0.86 

Py Py 454 1.30 

4-ACPy 4ACPy 442 1.45 

3IPy (3-Iodopiridina) 3IPy 442 1.36 

ACN ACN 426 1.44 
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Figura 1.12. Potenciales de reducción de la cupla Ru(II)/Ru(III) en función del máximo de 
absorción de la banda MLCT de los compuestos del tipo [Ru(bpy)2(X)(Y)]n+. 
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1.6 ADQUISICION DE IMAGENES CON CAMARAS DIGITALES: 
 
 
 El análisis de datos por medio de imágenes está siendo ampliamente utilizado 

en muchos campos. Algunas técnicas de imagen utilizan sensores puntuales para 

hacer una imagen a través de un procedimiento de exploración. Sin embargo, debido a 

la popularización de las cámaras digitales, el uso de técnicas de imágenes para 

cuantificar muchos parámetros que varían en el espacio y tiempo ha sido mucho más 

fácil y económico. 

 Esta técnica ha cobrado una importante relevancia principalmente en la 

obtención de imágenes mediante microscopía de fluorescencia, particularmente en 

sistemas biológicos ya sea, para lograr la determinación de algún tipo de analíto, o 

también para facilitar la visión de estructuras subcelulares y realizar estudios de 

fisiología celular. [29-32] 

 En la Figura 1.13 se muestran dos imágenes, de los trabajos citados 

anteriormente, adquiridas mediante esta técnica. Se puede observar la fotografía de la 

estructura celular de células (RBL - 2H3) con colorantes fluorescentes específicos de 

membranas plasmáticas, mitocondrias y núcleo, utilizando microscopía de dos fotones 

y una longitud de onda de irradiación de 705nm (izquierda). También se muestran 

imágenes de células Hela-Cx45 y el procesamiento en falso color que representa la 

concentración de Ca2+ incrementada luego de fotoliberar cAMP (derecha). 
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Figura 1.13. Ejemplos de resultados obtenidos mediante adquisición de imágenes con 
videocámaras digitales.  
 

 

1.7 RESOLUCION ESPACIAL Y TEMPORAL : 

 
 
 El avance en la tecnología de las cámaras digitales permite una resolución y 

velocidad muy altas en aparatos económicos que se encuentran en el mercado. La 

resolución espacial está dada por el número de pixels. Los pixels son sensores que 

producen una señal independiente por cada uno de ellos (aunque cierto grado de 

crosstalk entre pixeles cercanos puede esperarse) El funcionamiento básico de estos 

sensores se explica brevemente en el apartado a continuación. Dada la posibilidad de 

obtener imágenes con resolución de decenas de megapixels con las cámaras digitales 

de hoy en día, éstas pueden ser utilizadas para adquirir imágenes con millones de 

datos de forma localizada en el espacio en fracciones de segundo. Por lo tanto, 

teniendo en cuenta las particularidades de cada sistema,  pueden utilizarse 

indicadores de pH, redox, complejométricos, etc. para sensar la actividad de una 

determinada especie química en cualquier punto del sistema dado. 
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 La velocidad de muestreo es otro parámetro a tener en cuenta. La necesidad 

de realizar mediciones de variables analíticas con alta resolución en tiempos cortos es 

imprescindible para la elaboración de técnicas de microfluídica y lab on a chip. Muchas 

cámaras estándar de hoy en día son capaces de registrar un cuadro en menos de un 

microsegundo. 

 En conclusión, el uso de cámaras digitales comerciales, no sólo hace posible 

medir diversas variables analíticas con precisión, exactitud y velocidad mediante el 

análisis de las imágenes adquiridas, sino que también permite abaratar costos en los 

sistemas de medición. 

 

1.8 DETECTORES EN CAMARAS DIGITALES  
 
 
 En la actualidad existen dos tipos principales de tecnologías utilizadas como 

sensores de imagen, los CCD (Charge Coupled Device) y los CMOS (Complementary 

Metal Oxide Semiconductor). Ambos tipos de sensores están compuestos por 

semiconductores y se encuentran distribuidos en forma de matriz, generalmente 

cuadrada, en la que cada elemento se denomina pixel. La señal eléctrica obtenida, es 

proporcional a la intensidad de luz que incide en cada pixel. 

 En el caso de los sensores CCD la luz incidente carga cada uno de los pixels, y 

esta carga eléctrica es transportada a través de filas y/o columnas de la matriz 

mediante señales de control. De esta forma es posible acceder secuencialmente a 

cada uno de los valores correspondientes a los pixeles, que contienen la información 

de la cantidad de fotones que incidieron sobre el pixel.  La eficiencia de este proceso 

es inferior a la unidad, de modo que las CCD de mayor calidad presentan rendimiento 

cuántico cercano a 1 para el proceso de carga a partir de los fotones incidentes. Una 

vez que se accede al valor de carga eléctrica, este se transforma en un voltaje 

eléctrico y es convertida a un valor digital por medio de un conversor A/D. El transporte 
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de carga a lo largo del chip se produce con una muy baja distorsión. Estos sensores 

poseen alta sensibilidad y una relación señal/ruido muy alta. 

En el caso de los sensores CMOS en cada pixel del sensor existen transistores 

los cuales amplifican la señal, y así cada pixel es leído de forma independiente. Esto 

trae aparejado una relación señal/ruido más baja. Por otra parte, algunos fotones no 

excitan el fotosensor sino que son absorbidos por los transistores adyacentes, 

produciendo una sensibilidad menor. Las ventajas de estos sensores en lugar de los 

CCD es su bajo costo, fácil construcción sobre superficies de distintos materiales más 

económicos y menor consumo de energía para su alimentación. 

Si bien la tecnología CMOS utilizada para fabricar este tipo de sensores está 

siendo mejorada cada día para poder aumentar su sensibilidad y relación señal/ruido, 

los dispositivos CCD son todavía los más adecuados para adquisición de imágenes de 

alta calidad.  

Un esquema en el cual se muestran las partes y el funcionamiento de estos 

sensores se ejemplifica en la Figura 1.14. 

 

 

Figura 1.14. Esquema de sensor CCD (izquierda) y sensor CMOS (derecha). 
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Otra propiedad de estos sensores a tener en cuenta es el rango de longitudes 

de onda del espectro en el cual producen una respuesta. Este rango se extiende 

normalmente hacia el NIR. Para eliminar respuestas debidas a luz con longitudes de 

onda del rango del NIR los sensores utilizados en aplicaciones fotográficas comunes 

habitualmente poseen un filtro NIR. 

La mayoría de las cámaras digitales utilizan un patrón de filtros el cual permite 

separar el espectro visible en tres colores: azul (B), verde (G) y rojo (R). Para lograrlo 

se utilizan también filtros sobre los sensores. Los espectros de transmisión de estos 

filtros se muestran en la Figura 1.15. Las imágenes obtenidas se denominan RGB, y 

representan una matriz en la cual cada pixel está representado por tres valores, uno 

por cada canal RGB.   
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Figura 1.15. Espectros de transmisión de los filtros de los sensores R, G y B de la cámara 
Casio Exilim EX-FC100 utilizada en las mediciones realizadas. 

 

 

Debido a que las cámaras digitales comerciales son destinadas al uso 

doméstico éstas son diseñadas para emular con la mayor exactitud posible al ojo 

humano. Una de las formas más simple y económica de lograrlo es dividiendo el 

sensor en un patrón de filtros, denominado de Bayer,  en el cual por cada dos pixeles 
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verdes hay uno azul y uno rojo (Figura 1.16). Este patrón simula de forma excelente a 

la visión humana. Pero esto es una desventaja para realizar mediciones en las cuales 

se desea realizar una determinación de un analito. La resolución espacial y la 

sensibilidad de la medición en los canales R y B es menor que las del canal G, debido 

a dicha disposición de los sensores RGB. 

 

 

 

 

Figura 1.16. Patrón de “Bayer” de los filtros RGB de las videocámaras digitales de uso 
doméstico. 

 

 
 
1.9 MICROSCOPIA POR TRANSMITANCIA Y SUS VENTAJAS: 
 
 
 Las sondas fluorescentes han demostrado tener mucha aplicación como 

herramientas en la medición de distintos sistemas biológicos (ejemplo: Imaging de 

Ca2+)[33,34] o en la prueba de sistemas de microfluídica [35] y otras aplicaciones. [36,37]  

 Sin embargo, para lograr una buena resolución espacial y temporal a la vez, es 

necesario generar la luz suficiente para adquirir una imagen en el orden de los 

milisegundos. Por lo tanto, se debe utilizar una alta intensidad en la fuente de luz de 

excitación, sensores CCD de bajo ruido y arreglos ópticos de alto costo. 

 Una posible solución a las desventajas de esta técnica, es utilizar la 

espectrometría de absorción. Su principal inconveniente es la falta de sensibilidad 
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debido a la alta absortividad molar de los indicadores (cercana a los 10000 M-1cm-1) 

Pero en muestras de alrededor de 100 micrones de espesor, y una concentración de 

0,5 mM de indicador, se obtiene una absorbancia de aproximadamente 0.5, lo que 

permite una precisa medición de la magnitud deseada. 

 Por otro lado, en la microscopía de fluorescencia, las moléculas fluorescentes 

emiten fotones en cualquier dirección y la fracción capturada por el objetivo es 

fuertemente dependiente de su apertura numérica. En cambio, en microscopía de 

transmisión, el dispositivo utilizado para iluminar dispara una cantidad enorme de 

fotones a través de la muestra hacia el objetivo. Si bien, algunos fotones son 

absorbidos por la muestra, creando contraste en la imagen, la cantidad de fotones que 

entran en el objetivo siempre son de una cantidad considerable. Por lo tanto, en esta 

técnica, la cantidad de luz que entra en el objetivo no es un factor limitante y se 

pueden obtener fácilmente imágenes a una alta velocidad.  

 Este método permite la medición rápida y la obtención de imágenes 

cuantitativas en muestras traslucidas con una mejor calidad que las obtenidas usando 

sondas fluorescentes enjauladas.[38] Esto se debe a la posibilidad de bajar la ganancia 

del sensor CCD, reduciendo el ruido y aumentando la relación S/R, simplemente por 

aumentar la intensidad dirigida a través de la muestra. Esta intesidad de luz ultilizada 

para la iluminación de la muestra casi no genera fotoblanqueo (photobleaching) ya que 

es mucho menor respecto a la utilizada en técnicas de microscopía de fluorescencia. 

 

1.10 SENSORES MOLECULARES: 
 
 
 Las moléculas utilizadas como sensores deben tener espectros de absorción 

en el rango visible del espectro (ambas especies del equilibrio involucrado). 

Obteniéndose así una medición independiente de la concentración total de sensor.

 También es necesario que exista un solapamiento entre la absorción de las 
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especies a medir y los espectros de detección de los sensores R (rojo), G (verde) y B 

(azul) de los chips CCD o CMOS de las cámaras digitales color. Se busca aumentar 

este solapamiento para maximizar la respuesta de los sensores RGB de la cámara. El 

hecho de que se puedan utilizar dos canales (por ejemplo G y R) para sensar una 

magnitud, permite dejar libre un rango de longitudes de onda (por ejemplo las que 

excitan el canal B) para activar el actuador molecular. De esta forma se puede evitar la 

interferencia de longitudes de onda utilizadas para actuar sobre el sistema en las 

señales obtenidas en la medición del sensor. 

  

 

1.11 INTERFASE DE MEDICION: 
 
 
 Obtener imágenes para su posterior análisis en una determinación analítica de 

alguna variable y/o también actuar sobre una muestra con sensores y actuadores 

moleculares es posible si uno cuenta con la herramienta óptica adecuada. 

 Como interfaz de medición se pueden utilizar sistemas ópticos montados ad-

hoc o bien microscopios comerciales modificados para albergar fuentes de luz 

adecuadas.  

 Si bien puede utilizarse luz blanca para monitorear el sensado de la magnitud a 

medir, no es aconsejable por el hecho de que puede ser actínica si se quiere utilizar 

algún tipo de actuador para generar un cambio y por otro lado, porque las bandas de 

los filtros del sensor de la cámara son muy anchos, y hay superposición, por lo cual la 

relación entre absorbancia y concentración en estos casos no es lineal debido a la 

violación de la condición de monocromaticidad exigida por la Ley de Lambert-Beer. 

 Este problema se soluciona reemplazando la iluminación del microscopio por 

una fuente de iluminación que utilice LEDs de alta potencia de 470nm, 515nm y 

630nm (20nm de ancho de banda). Si es necesario utilizar alguna longitud de onda 

para activar el actuador, se utilizan las otras dos para el sensado, evitando así 
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respuestas espúreas. También existe la posibilidad de utilizar diodos láser como 

fuente de iluminación en caso de requerir respuestas aún más precisas, aunque en 

este caso los patrones de interferencia complejos (p.ej. speckle) pueden ser muy 

difíciles de eliminar y degradan la imagen. 

 Mediante este tipo de setup es posible monitorear y actuar sobre un sistema de 

tamaño submilimétrico, adquiriendo imágenes y controlando variables químicas en 2D. 

 

 

1.12 FENOMENOS DE TRANSFERENCIA DE ENERGIA: 
 
 
 En los capítulos siguientes se muestran dos clases de actuadores moleculares, 

en los cuales se aprovechan los fenómenos de transferencia de energía desde 

fluoróforos coordinados hacia el átomo metálico central del complejo. En este capítulo 

se introducirá una explicación de los conceptos teóricos necesarios para la 

comprensión de los trabajos de sondas fluorescentes desarrollados. 

 La clase de acoplamiento dado entre el dador y el aceptor del que resulta la 

transferencia de energía difiere según se superpongan o no las funciones de onda 

electrónicas de ambas. En la Figura 1.17 se ejemplifica la transmisión de energía 

desde una molécula (donor) hacia otra molécula (aceptor), la cual en este ejemplo 

puede emitir. Cuando existe transferencia de energía, la emisión del donor disminuye y 

se produce la emisión del aceptor. En el caso en el que no se produce esta 

transferencia de energía el donor emite pero el aceptor no. En caso de que el aceptor 

no pueda emitir, la energía transferida hacia él será disipada por los mecanismos 

habituales correspondientes a su relajación. 
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Figura 1.7. Ejemplificación del fenómeno de transferencia de energía desde un donor a un 
aceptor capaz de emitir, en el caso que existe transferencia de energía el donor disminuye su 
emisión y existe emisión por parte del aceptor (izquierda). En el caso contrario, no hay emisión 
del aceptor. 
 

 

 Uno de los mecanismos posibles por el cual puede ser producida la 

transferencia de energía es el de Dexter [39] (Transferencia de energía por intercambio 

electrónico). El mismo predice una caída exponencial del acoplamiento con la 

distancia resultante de la forma de la distribución radial de electrones en las 

moléculas. 

 Otro mecanismo por los cuales se produce este tipo de transferencia de 

energía es el de Förster (Transferencia de energía coulómbica). Este mecanismo 

involucra la inducción de una oscilación de un dipólo en el aceptor de la misma forma 

que las oscilaciones de un campo magnético de luz induce una transición de un dipolo 

en una molécula cuando ocurre la absorción de luz. A diferencia del mecanismo de 

Dexter, no existe solapamiento de las funciones de onda, por lo que los cromóforos 

conservan su integridad  y el decaimiento con respecto a la distancia es el 

correspondiente a las interacciones dipolares inducidas. Ambos casos se ejemplifican 

en la Figura 1.18. 
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Figura 1.18. Tipos de transferencia de energía, debido a interacciones coulómbicas (Izquierda), 
o intercambio electrónico (Derecha). 
 

En las condiciones en las que existe predominio de acoplamiento dipolar se 

puede calcular la eficiencia para el proceso de transferencia de energía (ΦFRET) 

mediante el modelo de Förster: [40] 
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Donde r es la distancia entre el donor y el aceptor y R0 es la distancia 

característica de Förster, a saber: 

6
1

41314

2

0

nmcmdmmol
02108.0

nm 

















= −−

JΦR f

η
κ

    (1.2) 

   

Donde κ es el factor de orientación de los dipolos, Φf  es el rendimiento 

cuántico de emisión del donor, η es el índice de refracción del solvente y J la integral 

de solapamiento. 

 La probabilidad de que exista una transferencia de energía desde el donor al 

aceptor depende del rendimiento cuántico de emisión del donor y el solapamiento 

entre el espectro de emisión del donor y el de absorción del aceptor (el cual depende 

de la absortividad molar del aceptor). Esta integral de solapamiento está dada por la 

siguiente ecuación: 
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λλλελ dfJ AD
4)()( ⋅⋅= ∫     (1.3) 

 

 Donde λ es la longitud de onda, fD es el espectro de emisión del donor, εA la 

absortividad molar del aceptor. 

 

1.13 UTILIZACION DE ANTENAS: 
 
 

Este fenómeno de transferencia de energía puede ser aplicado también en el 

caso de los actuadores moleculares. Una de estas aplicaciones puede ser por ejemplo 

en los complejos Ru-bpy. Como se mencionó anteriormente, si bien la absorción a 

longitudes de ondas mayores a 500 nm es posible, los complejos que absorben en 

esta zona presentan muy baja eficiencia de fotoliberación. En trabajos recientes se ha 

demostrado que es posible evitar el problema por medio de un enfoque en el cual se 

hace uso de este tipo de fenómeno: mantener la banda de absorción en la región azul 

(garantizando un alto rendimiento cuántico de fotólisis) y usar un fluoróforo coordinado 

como ligando, con alta capacidad de absorción a longitudes de onda mayores además 

de un alto rendimiento cuántico de emisión, capaz de transferir energía al Ru. 

 El primer informe de dicho compuesto fue [Ru(bpy)2Cl(RhodB-MAPN)]+ 

(RhodB-MAPN = RodaminaB-metilaminopropionitrilo), que libera el ligando 

fluorescente (RhodB-MAPN) tras la irradiación con luz verde, mejorando la eficiencia 

del fotoproceso hasta 24 veces con respecto a un complejo análogo que carece del 

fluoróforo (Figura 1.19).[41] Otro ejemplo en el cual se hizo uso de este fenómeno fue 

el caso del  complejo [Ru(bpy)(tpa-Rhod)(Hmte)]2+ (tpa-Rhod = 2,2',6',2-terpiridina, 4 

'N-metil-etil-amida-RodaminaB; Hmte = 2-metil-tio-etanol) con el cual es posible liberar 

un ligando monodentado por irradiación en la banda de la terpiridina modificada con 

rodamina. El rendimiento cuántico de fotoliberación no varía considerablemente 

respecto a la longitud de onda utilizada.[42] Ambos resultados sugieren que la posición 



32 
 

del ligando fluorescente y su distancia exacta al centro metálico se pueden variar 

apreciablemente sin perder estas propiedades. 

 

Figura 1.19. Transferencia de energía en el complejo [Ru(bpy)2Cl(RhodB-MAPN)]+. 

 

 

1.14 TRANSFERENCIA ENERGIA EN COMPUESTOS Ru-bpy: 
 
 
 Si bien existen algunas excepciones, las moléculas fluorescentes no son 

ligandos que se puedan coordinar a complejos de Ru (II). En particular, los complejos 

de Ru-bpy forman enlaces de coordinación con aminas alifáticas, iminas, piridinas, 

nitrilos, tiolatos, tioéteres, fosfinas y otros derivados de azufre y fósforo. Sin embargo, 

carboxilatos, anilinas, y fenolatos, que a menudo están presentes en moléculas 

fluorescentes, son fácilmente desplazados por el agua aun a temperatura ambiente. 

Debido a este hecho, el primer paso para desarrollar un fluoróforo capaz de actuar 

como ligando en un complejo de Ru-bpy implica una derivatización química. 

 Las rodaminas son una buena opción para utilizar como ligandos antena ya 

que presentan una amplia variedad de tipos, cada uno con alguna propiedad fotofísica 

diferente y a su vez presentan un grupo carboxilato que puede ser utilizado para la 

derivatizar y lograr coordinar la molécula fluorescente al centro metálico sin interferir 

con su capacidad de emisión. 
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 El mecanismo que se da en las Rodaminas fluorescentes para transferir la 

energía capturada a centros Ru-bpy [41,42] es posiblemente FRET inversa.[43] Para que 

la transferencia de energía sea posible, alguna superposición entre el espectro de 

emisión del ligando y la banda de absorción de la banda 1MLCT Ru-bpy debe estar 

presente. 

 El análisis de esta transferencia de energía implica que tanto la emisión del 

ligando y la absorción del centro de Ru-bpy deben ser medidas de forma 

independiente. Debido al hecho de que la absortividad molar del ligando fluorescente 

es generalmente un orden de magnitud mayor que la de la banda 1MLCT del complejo 

Ru-bpy hace que sea difícil medir correctamente la absorción. Una posibilidad de 

eludir este problema consiste en utilizar un complejo análogo, el cual debe poseer un 

ligando que genere un enlace de coordinación similar al del fluoróforo pero sin 

absorción.[41,42] 

 En el caso de las rodaminas, en este trabajo se presenta una nueva estrategia 

para la comparación, el cambio conformacional de los ligandos emisivos para "apagar" 

su absorción (y emisión) de una manera reversible. 

 Se ha realizado un estudio sistemático de la fotofísica y propiedades 

fotoquímicas de los complejos de la forma [Ru(bpy)2(F)(L)]n+ (F = molécula 

fluorescente modificada para permitir la coordinación a Ru y L = ligando no 

fluorescente). 
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1.15 FLUORESCENCIA MULTIFOTONICA: 
 
 
 La espectroscopía de fluorescencia es una técnica muy extendida en la 

química analítica. Se ha utilizado para detectar y cuantificar especies inorgánicas, 

moléculas orgánicas, entidades biológicas de muchos tipos, y también para desarrollar 

técnicas muy potentes como confocal y microscopía de alta resolución. 

 Las técnicas de microscopía de excitación por dos fotones son ampliamente 

utilizadas para realizar Imaging [44-46] y drug delivery. [47-50] Esta tecnología permite el 

estudio no invasivo de especímenes biológicos con una alta resolución espacial en 3D.  

 Los procesos de excitación multifotónica fueron predichos por primera vez por 

Göppert-Mayer en su tesis doctoral en la que estudió la teoría de las transiciones 

cuánticas de dos fotones en átomos.[51] 

 El primer trabajo experimental fue realizado por Franken et al en 1961.[52]Luego 

Kaiser y Garret publicaron el primer reporte de fluorescencia de CaF2:Eu2+ mediante 

excitación bifotónica.[53] Posteriormente demostraron que la excitación bifotónica puede 

ser llevada a cabo para generar fluorescencia en moléculas orgánicas.[54] 

 Desde entonces muchas técnicas de excitación multifotónica han sido 

estudiadas y se aplican hoy en día en diversos campos.[55-57] 

La combinación de imágenes de fluorescencia con la excitación de dos fotones 

fue realizada por Denk[58], quien informó el primer microscopio de barrido de dos 

fotones y demostró la relación cuadrática entre las intensidades de excitación y de 

emisión, características de absorción de dos fotones, obteniendo una muy alta 

resolución espacial. 
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El principio en el cual se basan estas técnicas es la absorción de dos fotones 

de baja energía por una especie química con una velocidad del orden de las 

transiciones electrónicas (femtosegundos), debido a que ambos fotones deben ser 

absorbidos de forma simultánea produciendo una transición al estado excitado al cual 

se llegaría con una excitación de un fotón de alta energía (particularmente del doble de 

frecuencia que la de los fotones de baja energía), ver Figura 1.20 (a). 

La absorción de luz es una interacción entre el fluoróforo y el campo 

electromagnético. Este proceso está descripto por la ecuación de Schrödinger 

dependiente del tiempo, en la que el Hamiltoniano contiene un término de interacción 

del dipolo eléctrico (Eγ • r, donde Eγ es el vector del campo eléctrico de los fotones y r 

es el operador posición). La ecuación se resuelve por teoría perturbacional. La 

solución de primer orden corresponde a la excitación por medio de un solo fotón, las 

transiciones multifotónicas se representan por soluciones de mayor orden. Para el 

caso de la excitación bifotónica, la probabilidad de transición entre un estado 

molecular inicial (i) y el estado final (f) está dada por la siguiente ecuación:[59] 

 

     

(1.4) 

 

   

Donde εγ es la energía fotónica asociada al vector de campo eléctrico (Eγ) y la 

sumatoria se realiza para todos los estados intermedios m. εm es la diferencia de 

energía entre el estado basal y el estado m. 
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Esta dependencia no lineal genera un beneficio en cuanto a la resolución 

espacial debido a que intensidad de la luz de emisión es proporcional, ya no a la 

intensidad de la luz de irradiación (como en las técnicas habituales de microscopía de 

fluorescencia), sino que al cuadrado (o potencias superiores) de esta última. Esto se 

puede observar en la Ec. 1.5 donde la probabilidad de excitación es proporcional al 

cuadrado de la intensidad del láser. Esta dependencia no lineal de excitación implica 

que la absorción ocurre casi con exclusividad en la zona cercana al plano focal, donde 

el flujo de fotones es mayor (Figura 1.20, b). 

Esta excitación localizada da como resultado una gran mejora en el contraste 

de la imagen y  en la resolución axial comparada con la microscopía de fluorescencia 

convencional.  Esta localización también permite reducir la región que interacciona con 

la luz reduciendo así la probabilidad de fotoblanqueo de la muestra. Con esta técnica 

es posible iniciar reacciones fotoquímicas con una resolución 3D.  

 

 

 

Figura 1.20. (a) Representación gráfica que muestra el tipo de excitación convencional y 
bifotónica. (b) Resolución axial de ambos métodos. (c) Imagen obtenida de la fluorescencia 
generada por la irradiación de una solución de Rodamina en régimen de dos fotones y 
convencional. Se puede observar que la fluorescencia en el primero de los casos se encuentra 
sólo en la región focal.  

 

 

a 

b 

c 
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Pero este beneficio trae aparejado un costo, la necesidad de utilizar una muy 

alta intensidad de potencia instantánea y, por lo tanto, pulsos ultracortos para 

mantener la intensidad promedio suficientemente baja y así evitar daños en la 

muestra, obligando el uso de láseres pulsados de femtosegundos tales como 

osciladores de Ti-zafiro, que son voluminosos y muy caros 

Dado que la absorción bifotónica es un proceso de segundo orden es necesario 

irradiar la muestra con un alto flujo de fotones para tener una absorción eficiente. La 

Ec. 1.5 muestra el número de fotones absorbidos por fluoróforo y por pulso (na), en 

función de la duración del pulso (τp), la absortividad bifotónica (δ) a la longitud de onda 

dada (λ), la intensidad promedio del láser (po), la frecuencia del láser (fp), la apertura 

numérica del objetivo (NA), la constante de Planck (h) y la velocidad de la luz (c). 
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Se puede observar que utilizando la misma fuente de irradiación la probabilidad 

de excitación aumenta al aumentar NA. Esto corresponde a un confinamiento espacial 

de la potencia de excitación a un volumen focal menor.  

Como se mencionó anteriormente las fuentes de láser más utilizadas para 

microscopía bifotónica son los sistemas Ti-zafiro pulsados. Estos son capaces de 

generar un tren de pulsos de 100 fs con una frecuencia de 80 MHz y el rango del 

espectro que abarca se extiende de 700 a 1000 nm. Otro tipo de láseres ultrarrápidos 

comúnmente utilizados son el de Cr-LiSAF y Nd-YLF.[60] 
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1.16 LIBERACION QUIMICA BIFOTONICA: 
 
 
 La única alternativa a esta estrategia en el caso de actuadores moleculares fue 

dada por Augustine[61], que utilizó un enfoque de doble jaula con el fin de obtener una 

liberación fotoquímica de glutamato en tejido neuronal con un efecto de dos fotones. 

Para lograr liberar el neurotransmisor son necesarias dos reacciones independientes, 

lo que implica la absorción de dos fotones, logrando así que la concentración de 

glutamato en un punto dado no sea linealmente dependiente a la intensidad de la luz 

sino a su segunda potencia (de la misma forma que en la excitación física de dos 

fotones) 

 Si bien existe la ventaja de que esta técnica permite el uso de equipos y 

láseres económicos de muy baja potencia (como se comenta a continuación), es 

necesario utilizar luz ultravioleta o visible, en lugar de infrarroja, con la consiguiente 

menor penetración y mayor dispersión. 

 El enfoque de la fluorescencia bifotónica, que se muestra en este trabajo, es 

similar: La sonda no presenta fluorescencia hasta que dos fotones independientes 

provocan la emisión. El primer proceso, generado por el primer fotón, es la 

fotoliberación del ligando fluorescente (al estar coordinado al centro metálico de 

Rutenio, el ligando no posee fluorescencia). El segundo proceso, generado por el 

segundo fotón, es la absorción del mismo por el ligando fluorescente libre, generando 

un decaimiento desde el estado excitado, produciendo fluorescencia de la forma 

habitual. De este modo, la intensidad de emisión será proporcional al cuadrado de la 

intensidad de excitación. 
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1.17 VENTAJAS DE LA LIBERACION QUIMICA BIFOTONICA: 
 
 
 En un régimen de dos fotones no lineal, ambos fotones deben excitar el 

fluoróforo dentro de un tiempo muy corto (del orden de la transición de absorción), lo 

que implica el uso de valores extremadamente altos de potencia de luz instantánea. 

Los parámetros habituales de un láser Ti-zafiro implican una potencia instantánea de 

125 kW por pulso, concentrada en una región submicrométrica. 

 La principal ventaja en el enfoque de fluorescencia química bifotónica, ambos 

fotones deben absorberse dentro del tiempo de difusión (del orden de los 

microsegundos), en lugar del tiempo de transición (femtosegundos). Lo cual reduce 

enormemente la potencia instantánea al orden de 1 mW, lo que permite el uso incluso 

de diodos láser de estado sólido en modo pulsado con precios del orden de los 100 

dólares solamente. 

 Una característica de esta técnica es que ambos fotones (el necesario para la 

fotoliberación y el requerido para la excitación del fluoróforo) son de la misma longitud 

de onda de la excitación que para el régimen lineal, en lugar de los fotones de baja 

energía (infrarrojos) de un proceso normal de dos fotones. Esta implica que la 

adicional ventaja de una menor dispersión en muestras heterogéneas no se presenta 

en el proceso de excitación química bifotónica. 
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Capítulo 2. 

MATERIALES Y METODOS: 
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2.1 ESPECTROSCOPIA RMN: 
 
 
 Los espectros de RMN fueron obtenidos usando un equipo Bruker AM-500 (500 

MHz). La irradiación dentro de tubos de RMN se realizó mediante el uso de una serie 

de 10 diodos emisores de luz (LEDs) de alta potencia (525 nm o 450 nm, según 

corresponda, de 25 nm ancho a media altura (FWHM)). 

 
2.2 ESPECTROSCOPIA UV-Vis: 
 
 
 Los espectros de absorción UV-Visible se realizaron en dos equipos diferentes 

según el rango de longitudes de ondas deseadas para la determinación. 

 En el caso de los espectros que poseen valores de longitudes de onda del 

rango del UV (190-400 nm) o del rango del IR (700-1100 nm) se utilizó un equipo HP 

UV-Vis 8453 

 Para realizar las mediciones de espectroscopía UV-Visible en las cuales sólo 

fue necesario un rango entre (400-700 nm) se utilizó un equipo de arreglo de diodos 

Ocean Optics Chem 2000 con lámpara pulsada PX2. 

 En ambos casos se utilizó una cubeta de cuarzo de 1cm de paso óptico (en el 

caso de las medidas de espectros de emisión se utilizó una cubeta de cuarzo de 4 

caras pulidas, del mismo paso óptico). 

 
2.3 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE COMPUESTOS: 
 

 

 Todos los siguientes procedimientos se realizaron en oscuridad. 

 Los compuestos cis-[Ru(bpy)2(PPh3)Cl]Cl y cis-Ru(bpy)2Cl2 fueron sintetizados 

de acuerdo a la literatura a la cual se hace referencia.[14,62] 
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 2.3.1 Síntesis y Caracterización de Actuador de pH:  

 

 cis-[Ru(bpy) 2(PPh3)(BuNH 2)]Cl 2. 200 mg de [Ru(bpy)2(PPh3)Cl]Cl se 

disolvieron en 20 ml de agua y se calentó a 80 ° C. La formación del complejo 

[Ru(bpy)2(PPh3)(H2O)]2+ fue determinada por su banda de absorción a 425 nm que se 

mueve a 450 nm a pH> 12. Después de la formación del complejo acuo, una mezcla 

de 20 equivalentes de BuNH2 y 5 equivalentes de ácido p-toluenosulfónico 

previamente disuelto en 5 ml de agua se añadió a la solución de reacción. Ésta se 

calentó a 80 ° C en un tubo sellado y monitoreado por UV-Vis durante alrededor de 4 

hs, hasta que no se observaron cambios espectrales que evidencien la existencia de 

complejo acuo. La solución se filtró para eliminar las partículas insolubles. El EtOH y el 

exceso de BuNH2 se eliminaron por medio de vacío. La solución acuosa se  precipitó 

con KPF6 saturado. Rendimiento: 65%. 1H RMN (Acetona-d6):  0.46 (t, 3H), 0.76 (m, 

2H), 0.90 (m, 1H), 1.01 (m, 1H), 1.32 (m, 1H), 1.64 (m, 1H), 2.90 (t, 1H), 3.25 (t, 1H), 

7.01 (t, 1H), 7.09 (t, 7H), 7.14 (t, 1H), 7.20 (t, 6H), 7.32 (d, 1H), 7.36 (t, 3H), 7.47 (t, 

1H), 7.73 (t, 1H), 7.84 (d, 1H), 7.88 (t, 1H), 7.91 (t,1H), 7.96 (d, 1H), 8.00 (d, 1H), 8.09 

(t, 1H), 8.40 (d, 1H), 8.50 (d, 1H), 8.58 (d, 1H), 9.03 (d, 1H). Análisis elemental 

calculado: C, 67.36; H, 5.65; N, 9.35. Obtenido: C, 67.1; H, 5.4; N, 9.5. 

 Debido a que generalmente esta familia de compuestos no es soluble en agua 

cuando poseen al anión PF6
- como contraión se debió realizar el intercambio por el 

anión Cl- antes de usar. Esto se realizó suspendiendo el complejo en una mezcla de 

agua-acetona 1:1 y resina de intercambio Dowex, con agitación. Luego se eliminó la 

acetona mediante evaporación a presión reducida. La solución obtenida se utilizó 

directamente. 
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Caracterización por medio de espectroscopía IR: 
 
 
 Se utilizó un equipo Nicolet 150P FTIR y la muestra fue preparada en una 

pastilla de KBr.  En la Figura 2.1 se muestra el espectro IR obtenido, mostrando las 

bandas a 765 y 1467 cm-1 correspondiente a las bipiridinas y a 1091 y 1444 cm-1 de la 

fosfina. También se pueden observar las típicas bandas de la amina primaria en 2900 

cm-1. 
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Figura 2.1. Espectro IR del complejo [Ru(bpy)2(PPh3)(BuNH2)](PF6)2 en KBr. 

 

 2.3.2 Síntesis y Caracterización de Sensor Redox: 

 

Síntesis: 

 
El complejo cis-Ru(5,5'dmbpy)2Cl2 (5,5'dmbpy = 5,5'-dimetil-2,2'-bipiridina) fue 

sintetizado de la misma forma que el complejo Ru(bpy)2Cl2 pero utilizando 5,5'dmbpy 

en lugar de bpy. Los complejos de Ru en estado de oxidación +3 fueron sintetizados 

oxidando los complejos de Ru (II), previamente disueltos en acetona, con 

(NH4)2Ce(NO3)6. El producto precipita y se separa por centrifugación. 
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cis-[Ru(bpy) 2(4AP)2](PF6)2, (4AP = 4-aminopiridina): El complejo fue 

sintetizado según la bibliografía correspondiente.[11] 1H-RMN (acetona-d6): 6.22 (broad 

s), 6.57 (d, 4H, J=6.5Hz), 7.44 (t, 2H, J=6.5Hz), 7.89 (d, 4H, J=6.5Hz), 7.91 (t, 2H, 

J=6.5Hz), 8.00 (t, 2H, J=4.6Hz), 8.15 (d, 2H, J=5.9Hz), 8.23 (t, 2H, J=8.7Hz), 8.56 (d, 

2H, J=8.2Hz), 8.65 (d, 2H, J=8.2Hz), 9.24 (d, 2H, J=5.9Hz) 

 
cis-[Ru(bpy) 2(DMAP)2](PF6)2: 250 mg de Ru(bpy)2Cl2 (481 mmoles) se 

disolvieron en 30 ml de etanol y se calentó a 80° C. La formación del complejo 

[Ru(bpy)2Cl(H2O)]+ fue determinada por su banda de absorción mediante 

espectroscopía UV-Vis, la cual se modifica con el aumento de pH. Posteriormente a la 

formación del complejo acuo, se centrifugó la mezcla de reacción y se descartó el 

precipitado. Luego a 9 ml de esta solución (16 mM) se le agregaron 600 µl de una 

solución 0.5 M de 4DMAP (4-dimetilamino-piridina) en etanol y se calentó a 70° C en 

un tubo sellado por 24 hs. Posteriormente se llevó a sequedad por medio de 

evaporación al vacío y se agregaron 10 ml de agua, aproximadamente. Se calentó a 

70° C en un tubo sellado por 45 min, hasta obtener el complejo 

[Ru(bpy)2(DMAP)(H2O)]2+, monitoreando la reacción por medio de la banda de 

absorción de dicho compuesto mediante espectroscopía UV-Vis. Luego se agregaron 

800 µl de solución de DMAP 0.5 M en etanol y se siguió calentando a 70 ° C por 24 hs. 

Se verificó el final de la reacción por medio del espectro de absorción, el cual no se 

modifica mediante el cambio de pH. La solución acuosa se precipitó con exceso de 

KPF6 0.5 M. Rendimiento: 81 %. 1H-RMN (Acetona-d6): 3.01 (s, 12H), 6.581 (d, 4H, 

J=6.4Hz), 7.47 (t, 2H, J=6.4Hz), 7.92 (t, 2H, J=6.8Hz), 7.94 (d, 4H, J=7.7Hz), 8.03 (t, 

2H, J=8.7Hz), 8.19 (d, 2H, J=6.8Hz), 8.25 (t, 2H, J=7.7Hz), 8.58 (d, 2H, J=7.7Hz), 8.67 

(d, 2H, J=7.5Hz), 9.25 (d, 2H, J=5.8Hz) 

 

cis-[Ru(5,5'dmbpy) 2(4AP)2](PF6)2: Se utilizaron 23 mg de Ru(5,5'dmbpy)2Cl2 

(40 µmoles) disueltos en 1 ml de etanol y esta solución se calentó a 70 ° C para lograr 
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la formación del complejo [Ru(5,5'dmbpy)2Cl(H2O)]+ de la misma forma que la síntesis 

de [Ru(bpy)2(DMAP)2](PF6)2. Luego se agregaron 14 mg de 4AP (114 µmoles) y se 

mantuvo el calentamiento a la misma temperatura por 15 min, hasta verificar la 

obtención completa del complejo [Ru(5,5'dmbpy)2(4AP)Cl]+ mediante la observación 

de la inexistencia de cambios espectrales a distintos valores de pH. Posteriormente se 

agregaron 2 ml de agua y se procedió a calentar a 70 ° C por 25 min, en un tubo sin 

tapar para permitir la eliminación del etanol en la mezcla de reacción. La formación del 

producto se determinó por la ausencia de cambios espectrales al modificar el pH. Por 

último se precipitó el complejo con 100 µl de solución acuosa de KPF6 0.5 M. 

Rendimiento: 79%. 1H-RMN (Acetona-d6): 2.18 (s, 6H), 2.56 (s, 6H), 6.2 (broad s), 6.57 

(d, 4H, J=7.5Hz), 7.8 (d, 2H, J=8.2Hz), 7.944 (s, 2H), 7.98 (d, 4H, J=7.2Hz), 8.03 (d, 

2H, J=9.2Hz), 8.38 (d, 2H, J=9.3Hz), 8.47 (d, 2H, J=8.2Hz), 9.08 (s, 2H) 

cis-[Ru(5,5'dmbpy) 2(DMAP)2](PF6)2: Se procedió de la misma forma que para 

la síntesis de [Ru(5,5'dmbpy)2(4AP)2](PF6)2, con la diferencia de que esta vez la 

síntesis se realizó en 2 días por fines prácticos. En este caso se utilizaron 20 mg (34 

µmoles) de Ru(5,5'dmbpy)2Cl2 para la obtención de [Ru(5,5'dmbpy)2Cl(H2O)]+, luego se 

agregaron 500 µl de una solución 0.240 M de DMAP en etanol (120 µmoles) para la 

formación de [Ru(5,5'dmbpy)2(DMAP)Cl]+. Posteriormente se agregaron 2 ml de agua 

y se agregaron 500 µl de una solución 0.240 M de DMAP en etanol (120 µmoles). En 

este caso se dejó reaccionar por 15 hs, a 40° C, en un tubo sellado para evitar la 

evaporación de solvente y posibles oxidaciones o contaminaciones en la mezcla de 

reacción. La formación del producto se determinó por la ausencia de cambios 

espectrales al modificar el pH. Por último se precipitó el complejo con 100 µl de 

solución acuosa de KPF6 0.5 M. Rendimiento: 73%. 1H-RMN (Acetona-d6): 2.19 (s, 

6H), 2.54 (s, 6H), 3.01 (s, 12H), 6.54 (d, 4H, J=7.5Hz), 7.81 (d, 2H, J=8.2Hz), 7.96 (s, 

2H), 8.01 (d, 4H, J=7.2Hz), 8.03 (d, 2H, J=9.2Hz), 8.38 (d, 2H, J=9.3Hz), 8.47 (d, 2H, 

J=8.2Hz), 9.06 (s, 2H). 
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Caracterización por espectroscopía RMN: 

 

 En las Figuras  2.3, 2.4, 2.5 y 2.6 se muestran los espectros obtenidos de 1H y 

13C, COSY 1H-1H, NOESY 1H-1H, y HSQC, respectivamente. Mediante estas técnicas 

se pudo obtener la asignación de las señales a su átomo correspondiente (Figura 2.2). 

 
Figura 2.2. Estructura del complejo [Ru(bpy)2(4AP)2]

2+. Las asignaciones de las señales fueron 
hechas por medio del análisis de los espectros 2D que se muestran en las figuras a 
continuación. 
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Figura 2.3 Espectro 1H-RMN (arriba) y 13C-RMN (abajo) del complejo [Ru(bpy)2(4AP)2](PF6)2. en CD3COCD3. 
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Figura 2.4 Espectro COSY 1H-1H del complejo [Ru(bpy)2(4AP)2](PF6)2. en CD3COCD3. 
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Figura 2.5 Espectro NOESY 1H-1H del complejo [Ru(bpy)2(4AP)2](PF6)2. en CD3COCD3. 
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Figura 2.6 Espectro HSQC 13C-1H del complejo [Ru(bpy)2(4AP)2](PF6)2. en CD3COCD3 
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Figura 2.6 Espectro HMQC 13C-1H del complejo [Ru(bpy)2(4AP)2](PF6)2. en CD3COCD3. 
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Voltamperimetría Cíclica: 

 
La voltamperimetría cíclica es un experimento en el cual se realiza un barrido 

lineal directo e inverso de potencial en función del tiempo, a un tiempo dado se 

produce una disminución lineal del potencial hasta un potencial dado y luego se 

regresa al potencial inicial nuevamente mediante un barrido lineal. La corriente que 

circula por la celda se registra mientras se realiza este barrido. Un ejemplo del tipo de 

registro obtenido se muestra en la Figura 2.7.  

 

Figura 2.7. Voltametría cíclica de una cupla redox. 
 
 
 En la figura anterior se ve la forma que presenta el voltagrama. A partir de 

estos datos se puede obtener mucha información acerca del sistema que se está 

estudiando. Por un lado, la forma simétrica, o asimétrica de la curva indica que la 

cupla es reversible o irreversible. Por otra parte, se obtienen valores de corriente de 

pico y de corriente difusional. También, otorga datos de potenciales de pico cuyo 

promedio (en casos reversibles) es una estimación del potencial de reducción formal 

de la cupla. 

 Se utilizó un potenciostato marca TEQ-03 para controlar el potencial en el 

electrodo. Se empleó una cuba conteniendo 4 ml aproximadamente de una solución 

de concentración 0.1 mM del complejo a caracterizar y 100 mM de electrolito soporte 

(Na2SO4). Los electrodos utilizados fueron: Ag/AgCl (referencia), Pt (contraelectrodo) y 
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Carbono vítreo (trabajo) con un área de 9,4 mm2, para las determinaciones en medio 

acuoso. Un esquema de esta configuración se muestra en la Figura 2.8. 

 

 

Figura 2.8. Esquema de la celda utilizada para las determinaciones  voltamperimétricas. 
 

 También se realizaron voltagramas con distintas velocidades de barrido, lo cual 

modifica la corriente que es detectada y la separación entre picos. Es posible aplicar 

un modelo que relaciona la corriente de pico con distintos parámetros de la cupla para 

realizar un análisis de la cinética de reacción en la superficie del electrodo. 

 Un análisis de reacciones quasireversibles de un electrón y un paso (Ec. 2.1) 

fue realizado por Matusda y Ayabe.[63] 

 

      (2.1) 

 

 Planteando las correspondientes condiciones de contorno se obtiene:[64] 

 

(2.2)  
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La forma del pico y la variación del mismo dependen de parámetros como α  y 

Λ (Ec. 2.3). Donde k0 está dada por la (Ec. 2.4), D el coeficiente difusional del 

compuesto (en este caso se consideraron el coeficiente difusional de la especie 

oxidada y la reducida iguales), f = nF/RT y v es la velocidad de barrido. Dependiendo 

del valor de Λ el comportamiento de la reacción puede ser reversible, irreversible o 

cuasi-reversible.[64] 

2/1

0

)( vfD

k

⋅⋅
=Λ     (2.3) 

 

 Los valores de Ψ en función de la separación de los picos anódico y catódico 

se encuentran tabulados.[63] 

 

Ψ=
⋅⋅⋅

=Λ −
2/1

0
2/1

)( vfD

k

π
π    (2.4) 

 

 Para obtener el valor de k0 se realizan distintas voltamperimetrías cíclicas 

variando la velocidad de barrido y obteniendo (de la separación de picos) el valor de Y 

correspondiente. Pero previamente se debe conocer el coeficiente difusional del 

compuesto. Para esto es necesario obtener de dichas voltamperimetrías la corriente 

pico. 

 En este tipo de sistemas la corriente pico es igual a la corriente pico de un 

sistema reversible (Ec 2.5) multiplicada por una función K(Λ,α). Donde A es el área del 

electrodo de trabajo y n el número de electrones involucrados en la reacción redox. 

 

),()( αΛ⋅= Krevii PP     (2.4) 

 

2/1*
0

2/12/35)1069.2()( vCDAnxreviP ⋅⋅⋅⋅=   (2.5) 
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 La distribución K(Λ,α) se muestra en la Figura 2.9. 

 

Figura 2.9. Variación de K(Λ,α) en función de Λ para distintos valores de α. Las líneas 
punteadas muestran valores para reacciones totalmente irreversibles. 
 

 

 Se obtuvo un valor de coeficiente difusional del complejo [Ru(bpy)2(4AP)2]
2+ 

igual a 2,14 x 10-8 cm2/s, este valor se encuentra en el orden de otros compuestos 

similares.[65] 

El valor k0 obtenido fue igual a 5,34 x 10-4 cm/s. Si bien la medición realizada 

brinda información cinética del sensor redox con una superficie y material diferente 

(electrodo plano de carbono vítreo) al sistema en los cuales se le dará aplicación, este 

parámetro obtenido puede ser comparado con respecto a otras reacciones redox 

estudiadas. Dicho valor puede variar considerablemente dependiendo del contraión del 

complejo.[64,65] Se puede observar que los resultados son similares que para 

reacciones cuasi-reversibles (Λ <15). 
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2.3.3 Síntesis y Caracterización de Complejos Antena  y Análogos: 

 

Síntesis: 

 

 cis-[Ru(bpy) 2(L)Cl]Cl  para L = Rhod6G-4Pic, Rhod6G-1,3DAP y Rhod6G-

1,2DAE. 100 mg de Ru(bpy)2Cl2 se disolvieron en 10 ml de metanol y se calentó a 

reflujo durante 3 h para formar [Ru(bpy)2(H2O)Cl]+. La solución se filtró para eliminar 

los sólidos y  se agregaron 1,1 equivalente molar del ligando correspondiente. La 

solución se calentó a 60 °C en un baño de agua. La formación del complejo 

[Ru(bpy)2(L)Cl]+ se determinó por espectroscopia UV-VIS. Después de 2 hs, no se 

observaron más cambios y los espectros correspondían a los del complejo deseado. 

La solución se evaporó a presión reducida hasta obtener un volumen mínimo y luego 

se añadieron 3 ml de acetona. Después de enfriar a temperatura ambiente, el 

complejo se precipitó mediante la adición de éter etílico bajo agitación continua. Se 

lavó varias veces con éter etílico y se secó el precipitado protegido de la luz. 

L = Rhod6G-4Pic  1H-NMR (CDCl3): 1.32 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 1.34 (t, 3H, J = 7.2 

Hz), 3.21 (m, 4H), 3.50 (d, 2H, J = 5.1 Hz), 3.76 (m, 2H), 4.08 (d, 1H, J = 15.7 Hz), 

4.19 (d, 1H, J = 15.7 Hz), 5.97 (s, 1H), 6.02 (s, 1H), 6.26 (s, 1H), 3.3 (s, 1H), 6.77 (d, 

2H, J = 6.6 Hz), 7.07 (m, 1H), 7.12 (t, 1H, J = 6.6 Hz), 7.29 (t, 1H, J = 7.6 Hz), 7.48 (m, 

2H), 7.52 (d, 1H, J = 5.7 Hz), 7.55 (t, 1H, J = 7.6 Hz), 7.62 (t, 1H, J = 5.7 Hz), 7.63 (d, 

1H, J = Hz), 7.75 (t, 1H, J = 7.6 Hz), 7.91 (m, 2H), 8.05 (t, 1H, J = 7.6 Hz), 8.10 (t, 1H, 

J = 7.6 Hz), 8.30 (d, 1H, J = 7.6 Hz), 8.38 (d, 1H, J = 5.7 Hz), 8.46 (d, 1H, J = 7.6 Hz), 

8.95 (d, 1H, J = 7.6 Hz), 8.99 (d, 1H, J = 7.6 Hz), 9.91 (d, 1H, J = 5.7 Hz). Rendimiento: 

68% 

L = Rhod6G-1,2DAE  1H-NMR (CDCl3): 1.33 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 1.36 (t, 3H, J = 

7.2 Hz), 1.87 (s, 3H), 1.95 (s, 3H), 2.86 (m, 1H), 3.06 (m, 1H), 3.22 (m, 6H), 3.55 (t, 1H, 

J = 11.7 Hz), 3.93 (t, 1H, J = 11.7 Hz), 5.97 (s, 1H), 6.17 (s, 1H), 6.27 (s, 1H), 6.28 (s, 
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1H), 6.99 (t, 1H, J = 6.9 Hz), 7.01 (m, 1H), 7.12 (t, 1H, J = 6.5 Hz), 7.33 (d, 1H, J = 6.0 

Hz), 7.46 (m, 2H), 7.53 (t, 1H, J = 6.2 Hz), 7.62 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 7.69 (d, 1H, J = 5.7 

Hz), 7.76 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 7.78 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 7.86 (m, 1H), 8.01 (t, 1H, J = 8.0 

Hz), 8.09 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 8.15 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 8.33 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 8.76 (d, 

1H, J = 8.0 Hz), 8.91 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 9.25 (d, 1H, J = 5.7 Hz), 9.74 (d, 1H, J = 5.2 

Hz). Rendimiento: 61%. 

L = Rhod6G-1,3DAP  1H-NMR (CDCl3): 1.06 (m, 3H), 1.25 (t, 3H, J = 6.9 Hz), 

1.31 (t, 3H, J = 7.3 Hz), 1.8 (s, 3H), 1.82 (s, 3H), 2.83 (dt, 1H, J = 15.1, 4.5 Hz), 3.18 

(m, 4H), 3.27 (t, 1H, J = Hz), 3.42 (m, 1H), 3.53 (br s., 1H), 3.60 (br s., 1H), 3.71 (d, 1H, 

J = 7.1 Hz), 3.74 (d, 1H, J = 7.1 Hz), 4.86 (br t., 1H, J = 10.4 Hz), 5.61 (s, 1H), 5.91 (s, 

1H), 6.23 (s, 1H), 6.29 (s, 1H), 7.00 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.03 (t, 1H, J = 6.7 Hz), 7.15 (t, 

1H, J = 7.2 Hz), 7.33 (d, 1H, J = 5.5 Hz), 7.49 (m, 2H), 7.65 (m, 2H), 7.69 (d, 1H, J = 

7.6 Hz), 7.77 (t, 1H, J = 8.2 Hz), 7.80 (t, 1H, J = 5.5 Hz), 7.98 (d, 1H, J = 5.5 Hz), 8.03 

(t, 1H, J = 8.2 Hz), 8.14 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 8.20 (t, 1H, J = 8.2 Hz), 8.32 (d, 1H, J = 8.2 

Hz), 8.93 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 9.13 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 9.54 (d, 1H, J = 5.5 Hz), 9.97 (d, 

1H, J = 5.5 Hz). Rendimiento: 64%. 

 cis-[Ru(bpy) 2(4PAA)Cl]PF 6, (4PAA = 4-picolilacetamida). Se procedió de la 

misma forma que en los complejos  [Ru(bpy)2(L)Cl]Cl pero con la diferencia de que, 

una vez comprobada la finalización de la reacción por espectroscopía UV-VIS, la 

mezcla se evaporó a presión reducida hasta 0,5 mL, se añadió agua (5 ml) , y la 

solución obtenida se precipitó con un exceso de una solución de KPF6 0,5 M en agua. 

El sólido se lavó varias veces con agua fría y se secó al resguardo de la luz. 1H-NMR 

(acetona-d6): 1.93 (s, 3H), 4.35 (d, 1H, J = 15.2 Hz), 4.40 (d, 1H, J = 15.2 Hz), 7.24 (d, 

2H, J = 6.5 Hz), 7.29 (t, 1H, J = 6.5 Hz), 7.37 (t, 1H, J = 7.1 Hz), 7.63 (br s., 2H), 7.71 

(t, 1H, J = 6.5 Hz), 7.77 (d, 1H, J = 5.5 Hz), 7.88 (t, 1H, J = 6.7 Hz), 7.90 (t, 1H, J = 7.3 

Hz), 7.92 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 8.10 (d, 1H, J = 5.8 Hz), 8.18 (t, 2H, J = 7.8 Hz), 8.55 (d, 



58 
 

1H, J = 7.8 Hz), 8.59 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.62 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.66 (d, 1H, J = 5.5 

Hz), 8.72 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 10.06 (d, 1H, J = 5.5 Hz). Rendimiento: 61%  

Rhod6G-4Pic . 80 mg de Rodamina-6G fueron disueltos en 2 ml de DMF seca. 

Se agregaron 40 µl de 4-picolilamina y la solución calentó a 50°C durante 48 horas con 

agitación. El ligando se precipitó vertiendo la solución sobre 20 ml de agua a 0 ° C. 1H-

NMR (CDCl3): 1,33 (t, 3H, J = 7,0 Hz), 1,76 (s, 6H), 3,20 (q, 4H , J = 7,0 Hz), 3,47 

(broad s., 2H), 4,27 (s, 2H), 5,99 (s, 2H), 6,27 (s, 2H), 6,90 (d, 2H , J = 6,0 Hz), 7,08 (d, 

1H , J = 7,0 Hz), 7,49 (m , 2H), 7,99 (d, 1H , J = 7,0 Hz), 8,16 (d, 2H , J = 5,6 Hz) . 

Rendimiento: 67 %. 

Rhod6G-1,2DAE . Se siguió el mismo procedimiento pero se utilizó 1,2 

diaminoetano en lugar de 4-picolilamina. 1H-NMR (CDCl3): 1,33 (t, 6H , J = 7,2 Hz), 

1,91 (s, 6H), 2,37 (t, 2H , J = 6,8 Hz), 3,17 (t, 2H , J = 6,8 Hz), 3,21 (m , 4H), 3,51 

(broad s., 2H), 6,23 (s, 2H), 6,35 (s, 2H), 7,06 (d, 1H , J = 5,2 Hz), 7,47 (m , 2H), 7,93 

(d, 1H , J = 5,2 Hz) . Rendimiento: 65 %.  

Rhod6G-1,3DAP . Se siguió el mismo procedimiento pero se utilizó 1,3 

diaminopropano en lugar de 4-picolilamina. 1H-NMR (CDCl3): 1,17 (m , 2H), 1,33 (t, 6H 

, J = 7,2 Hz), 1,90 (s, 6H), 2,46 (t, 2H , J = 6,3 Hz), 3,20 (t, 2H , J = 6,9 Hz), 3,21 (m, 

4H), 3,50 (broad t., 2H , J = 4,8 Hz), 6,22 (s, 2H), 6,35 (s, 2H), 7,05 (d, 1H , J = 7,2 

Hz), 7,45 (m , 2H), 7,9 (d, 1H , J = 7,2 Hz) . Rendimiento: 61 %. 

4PAA . 200 µl de 4-picolilamina se agitaron en un tubo de ensayo, mientras se 

agregaron 250 µl de anhídrido acético; la mezcla aumenta su temperatura y cambia su 

color a un color pardo. Después de 10 minutos, se añadieron 2 ml de metanol y se 

secó bajo presión reducida a temperatura ambiente. El sólido se extrajo con CH2Cl2 de 

H2O tres veces. Las tres fases orgánicas se combinaron y llevaron a sequedad bajo 

presión reducida. 1H-NMR (CDCl3): 2.09 (s, 3H), 4.46 (d, 2H, J = 6.0 Hz), 5.98 (broad 

s., 1H), 7.20 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 8.56 (d, 2H, J = 5.8 Hz). Rendimiento: 55% 
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Caracterización por Espectroscopía RMN: 

δ / ppm

12346789

 

Figura 2.10 Espectros 1H-RMN obtenidos de los ligandos fluorescentes (arriba: Rhod-4Pic, en 
solución de d6-acetona, centro: Rhod-1,2DAE y abajo: Rhod-1,3-DAP ambas en solución de 
CDCl3.) 
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δ / ppm

678910

 

Figura 2.11. Espectros 1H-RMN (señales aromáticas) obtenidos de los complejos "Ru-bpy-
Rhod" (arriba: Rhod-4Pic, centro: Rhod-1,2DAE y abajo: Rhod-1,3DAP, como ligandos 
corrodinados al centro metálico) en solución de CDCl3. 
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2.3.4 Síntesis y Caracterización Sonda Fluorescente 
Bifotónica, Precursor y Análogo: 

  

Síntesis: 

 

 cis-[Ru(bpy) 2(CH3NH2)Cl]PF 6. 894 mg de Ru(bpy)2Cl2 (1,72 mmol) se 

agregaron en 40 ml de etanol y se agitó por 1 hora a 50ºC. La formación del complejo 

[Ru(bpy)2Cl(H2O)]+  fue determinada por su banda de absorción a 490 nm. Después de 

la formación del complejo de acuo, 140 mg de CH3NH2
.HCl (2,09 mmol) previamente 

disueltos en 1,92 ml de NaOH (1M) se añadieron y se dejó en agitación durante 2 

horas. La solución se precipitó con un exceso de KPF6 0,5 M. 1H-RMN (D2O): 1,92 (t, 

3H, J = 6,6 Hz), 3,60 (m , 1H , J = 6,3 Hz) , 3,75 (m , 1H , J = 6,3 Hz), 7,05 (t, 1H , J = 

6,8 Hz), 7,14 (t, 1H , J = 6,6 Hz), 7,61 (d, 1H , J = 5,5 Hz), 7,72 (t, 1H , J = 8,2 Hz), 

7,75 (d, 1H , J = 5,9 Hz), 7,82 (t , 1H , J = 8,6 Hz), 7,81 (t, 1H , J = 7,5 Hz), 7,83 (t, 1H , 

J = 7,4 Hz), 7,84 (t, 1H , J = 6,6 Hz), 8,20 (t, 2H, J = 7,8 Hz), 8,31 (d, 1H , J = 8,2 Hz), 

8,37 (d, 1H , J = 8,2 Hz), 8,54 (d, 1H , J = 7,1 Hz), 8,55 (d, 1H , J = 7,1 Hz), 9,23 (d, 2H 

, J = 5,5 Hz). Rendimiento: 72%. 

 cis-[Ru(bpy) 2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl 2. 40 mg de [Ru(bpy)2(CH3NH2)Cl]PF6 (64 

µmoles) se disolvieron en 300 µl de acetona y 5 ml de agua. Se añadió 1 g. de resina 

aniónica DOWEX-Cl y se dejó en agitación durante 20 minutos. La resina aniónica fue 

separada por filtración y la solución resultante se evaporó a presión reducida hasta un 

volumen de 2 ml. 30 mg de 2,3-dicianohidroquinona (DCHQ, 188 µmoles) se 

disolvieron en 1 ml de agua previamente desgasada con Ar y posteriormente se 

añadieron 250 µl de NaOH 1M. Los siguientes procedimientos se realizaron bajo la luz 

de color rojo oscuro para evitar fotólisis del complejo. Se añadió la solución DQCH a la 

del complejo y se calentó a 50°C en un tubo sellado durante 72 hs. Luego, se 

añadieron 200 µl de HCl (1M) para precipitar el DCHQ en exceso, se centrifugó y la 

solución sobrenadante se precipitó con NaBPh4 0,1 M. El complejo de color amarillo 
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[Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)](BPh4)2 se separó por centrifugación, se lavó con 5 

porciones de agua destilada y se disolvió en 500 µl de acetona. Luego se agregó 

exceso de LiCl 3M en metanol para precipitar el complejo deseado. 1H-RMN (D2O): 

2,08 (t, 3H, J = 6,4 Hz) , 3,57 (m , 1H), 3,90 (m , 1H), 7,12 (s, 2H), 7,17 (t, 1H , J = 6,7 

Hz), 7,25 (t, 1H , J = 6,7 Hz), 7,63 (d, 1H , J = 5,2 Hz), 7,80 (d, 1H , J = 5,7 Hz), 7,82 (t, 

1H , J = 7,1 Hz) , 7,85 (t, 1H , J = 7,1 Hz), 7,87 (t, 1H , J = 8,0 Hz), 7,94 (t, 1H , J = 7,7 

Hz), 8,23 (t, 1H , J = 7,8 Hz), 8,25 (t, 1H, J = 7.9 Hz), 8.34 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 8.42 (d, 

1H, J = 8.1 Hz), 8.55 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 8.57 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 9.10 (d, 1H, J = 5.4 

Hz), 9.50 (d, 1H, J = 5.7 Hz). Rendimiento: 57%. 

 cis-[Ru(bpy) 2(MeNH2)(VACN)](PF 6)2. 32 mg. de [Ru(bpy)2(MeNH2)Cl]PF6 (51 

µmoles) se disolvieron en 300 µl de acetona y se agregaron 2 ml de agua que 

contenía 0,5 g. de resina de intercambio iónico DOWEX-Cl. Se agitó durante 15 

minutos, la resina se separó por filtración y la solución se calentó a 60°C durante 1 

hora. Después de la formación del complejo de acuo, se añadieron 4 µl de VACN (Vinil 

Acetonitrilo) (48 µmoles). La solución se calentó a 50° C en un tubo sellado durante 4 

horas, se enfrió a 0° C y se precipitó con KPF6. 
1H-RMN (acetona-d6): 2,19 (t, 3H, 

J=6,8 Hz), 3,72 (m, 2H), 3,96 (m, 1H), 4,20 (m, 1H), 4,98 (dt, 1H, J=17 Hz, 1,9 Hz), 

5.13 (dt, 1H, J=10 Hz, 1,7 Hz), 5,74 (m , 1H), 7,40 (t, 1H, J=7,2 Hz), 7,42 (t, 1H, J = 7,2 

Hz), 7,82 (d, 1H, J=5,7 Hz), 7,95 (t, 1H, J=6,8 Hz), 7,99 (d, 1H, J=5,8 Hz), 8,02 (t, 1H, J 

= 7,2 Hz), 8,04 (t, 1H, J = 8,0 Hz), 8,06 (t, 1H , J = 8,0 Hz), 8,37 (t, 1H , J = 7,9 Hz), 

8,41 (t, 1H, J = 7,8 Hz), 8,65 (d, 1H, J = 6,9 Hz), 8,67 (d, 1H , J = 6,9 Hz), 8,82 (d, H, J 

= 8,3 Hz), 8,83 (d, 1H, J = 8,3 Hz), 9,46 (d,1H, J =4,9 Hz), 9,64 (d, 1H, J = 4,9 Hz). 

Rendimiento: 68%. 
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RMN mono y bidimensional: 

 

 En las Figuras  2.13, 2.14, 2.15, 2.16 y 2.17 se muestran los espectros 

obtenidos de 1H, COSY 1H-1H, NOESY 1H-1H, 13C, HSQC y HMBC, respectivamente. 

Mediante estas técnicas se pudo obtener la asignación de las señales a su átomo 

correspondiente (Figura 2.12). 

 

Figura 2.12 Estructura del complejo [Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)]Cl2 en su forma básica. Las 
asignaciones de las señales fueron hechas por el análisis de los espectros 2D que se muestran 
en las figuras a continuación. 
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Figura 2.13 Espectros 1H-RMN (arriba) y 13C-RMN del complejo [Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)]Cl2 en D2O basificado con NaOD. 
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Figura 2.14. Espectro COSY (1H-1H) del complejo [Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)]Cl2 en D2O 
basificado con NaOD. 
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Figura 2.15. Espectro NOESY (1H-1H) del complejo [Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)]Cl2 en D2O 
basificado con NaOD. 
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Figura 2.16. Espectro HMBC (1H-13C) del complejo [Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)]Cl2 en D2O basificado con NaOD. 
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Figura 2.17. Espectro HSQC (1H-13C) del complejo [Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)]Cl2 en D2O basificado con NaOD. 
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Espectroscopia de masa: 

 

 La espectroscopía de masa se realizó utilizando un HESI (“Heated Electrospray 

Ionization”) Thermo Scientific Exactive con un detector de Orbitrap. En la Figura 2.18 

se muestra el ión molecular (m/z = 302.5561) obtenido a partir de una solución de 

[Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)]Cl2 en agua acidificada con ácido fórmico. Se puede 

observar la similitud de los patrones isotópicos entre el medido y el calculado. 
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Figura 2.18. Ión molecular experimental obtenido por espectroscopía de masa (arriba) y 
calculado (abajo) del complejo [Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)]Cl2. 
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2.3.4 Síntesis y Caracterización del Fluoróforo Depe ndiente del 
pH: 

  

Síntesis: 

 

 Pyr-Acetilado: Se pesaron 1,320 g de PyrNa3 (Pyr = Piranina) se colocaron 

en un balón al que se agregaron 18 mg de Acetato de Sodio y 15 ml de Anhídrido 

Acético. Se calentó a reflujo por 48 hs. Se obtuvo una suspensión de un sólido blanco. 

Se diluyó en 30 ml de una solución de Acido Acético 10% en THF. Se filtró y se lavó el 

precipitado con acetona y luego con éter. Se secó en desecador. 1H-NMR (D2O): 2.56 

(s, 3H), 8.37 (d, 1H, J = 9.5 Hz), 8.44 (s, 1H), 9.03 (d, 1H, J = 9.6 Hz), 9.07 (d, 1H, J = 

10.4 Hz), 9.13 (s, 1H), 9.16 (d, 1H, J = 10.5 Hz).  Rendimiento: 86% 

 

 

 Pyr-SOCl-Acetilado: Se pesaron 570 mg de Pyr-Acetilado y se colocaron en 

un balón al que se agregaron 5 ml de SOCl2 (Cloruro de Tionilo) y 10 µl de DMF 

(Dimetilformamida). Se calienta a reflujo con agitación por 1 h. La solución se torna 

color marrón. Se guardó toda la noche en un desecador con Argón. Se destiló a 

presión reducida. Se agregaron 8 ml aproximadamente de CH2Cl2, los que disolvieron 

parte del precipitado, dejando un resto insoluble. La solución contiene una 

concentración de 60 mg / ml aproximadamente. Se procedió a secar una alícuota de la 

suspensión por medio de evaporación a presión reducida y posteriormente se realizó 

una espectrometría de RMN, con la cual se comprobó la obtención del producto 

deseado puro. La suspensión se guardó en un desecador con Argón. Se procedió a 

relizar el mismo análisis 30 días después y se obtuvo el mismo resultado. 1H-NMR 

(CDCl3): 2.67 (s, 3H), 8.83 (d, 1H, J = 9.5 Hz), 8.90 (s, 1H), 9.44 (d, 1H, J = 9.6 Hz), 

9.50 (d, 1H, J = 9.8 Hz), 9.61 (s, 1H), 9.67 (d, 1H, J = 9.6 Hz). Rendimiento 77 % 
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  Pyr-SO-NHCH3: En un tubo de hemólisis se agregaron 500 µl de una solución 

90 mM de Pyr-SOCl-Acetilado en diclorometano y posteriormente se le agregaron, en 

frío con agitación, 500 µl de CH3NH2 40% en solución acuosa. A las 24hs, el 

diclometano se había evaporado quedando solamente la fase acuosa. Se agregó 1 ml 

de HCl 1M, no se observó ningún precipitado. Luego se agregaron 3 ml de NaOH 1M y 

se llevó a sequedad mediante evaporación a presión reducida. Se agregaron 5 ml de 

H2O y se volvió a llevar a sequedad para eliminar la amina libre. El sólido se disolvió 

en acetona, dejando un residuo cristalino (NaCl). La solución del producto se llevó a 

sequedad y se guardó el sólido en un desecador. 1H-NMR (D2O), basificado con 

NaOD: 1.95 (s, 3H), 2.56 (s, 3H), 2.68 (s, 3H), 7.86 (s, 1H), 8.67 (d, 1H, J = 9.5 Hz), 

8.69 (d, 1H, J = 9.6 Hz), 8.82 (d, 1H, J = 9.8 Hz), 8.86 (s, 1H), 9.07 (d, 1H, J = 9.6 Hz). 

Rendimiento: 68 %. 

 En la Figura 2.19 se muestra un esquema de las reacciones realizadas para 

lograr la derivatización del compuesto fluorescente. 

 

 
Figura 2.19. Esquema de reacciones realizadas para la obtención de la sulfonamida.  
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2.4 DETERMINACION DE RENDIMIENTOS CUANTICOS: 
 
 
 La rendimientos cuánticos de fotoliberación se midieron mediante la irradiación 

de la muestras con módulos láser de estado sólido, de 405 nm (diodo) o 532 nm (Nd-

YAG).  Los láseres fueron calibrados con un medidor de potencia Marca Coherent 

Modelo Fieldmaster con un detector SR45. 

 Se define como rendimiento cuántico de fotoliberación (ϕ FOT) a la relación entre 

los moles de productos formados (np) por mol de fotones absorbido (Fot Abs): 

 

    
Abs

P
FOT Fot

n
=ϕ      (2.6) 

 

 Dada la potencia del haz de irradiación, el camino óptico, el volumen, y la 

concentración del complejo en solución, es posible calcular la cantidad de producto en 

forma diferencial donde nP es el número de moles de producto, IIRRAD la intensidad de 

la luz incidente (Einsteins/s), Abs TOT y Abs R son absorbancia total de la solución y la 

del complejo fotosensible respectivamente, y φFOT es el rendimiento cuántico de 

fotólisis. El valor de φFOT es el parámetro ajustable y se obtiene mediante la integración 

numérica de la siguiente ecuacion diferencial:  

 

  ( ) FOT
TOT

RAbs
IRRAD

P

Abs

Abs
I

dt

dn
TOT ϕ⋅⋅−⋅= −101     (2.7) 

 

 En la Figura 2.20 se muestra el esquema del equipo utilizado para la 

determinación del rendimiento cuántico de fotoliberación. La luz del láser (utilizado 

para fotolizar) se coloca en forma perpendicular al paso óptico de la cubeta para no 

introducir error apreciable en la medición de absorbancia. La agitación se produce con 

un buzo magnético. 
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Figura 2.20. Esquema del setup utilizado para la determinación de rendimientos cuánticos de 
los compuestos del tipo Ru-bpy. 
 

 El rendimiento cuántico de fluorescencia del DCHQ (φF = 0,33) se midió 

utilizando un diodo láser calibrado (405 nm de excitación). Se utilizó como un estándar 

una solución de cumarina 6 en etanol (φF = 0,78).[66] 

 

2.5 FLASH FOTOLISIS: 
 
 
 Una muestra que contiene Calcón 1,2 mM y complejo 

[Ru(bpy)2(PPh3)(BuNH2)]Cl2 3 mM (bpy = 2,2'-bipiridina, PPh3 = trifenilfosfina, BuNH2 = 

n-butilamina) a pH = 4, acidificada con HCl, se colocó en una celda de flujo de paso 

óptico de 0,1 mm, y se midió la absorbancia utilizando un haz láser de 655 nm como 

fuente de luz. Como fuente de irradiación para producir la fotólisis se utilizó un láser 

pulsado de 532 nm (Nd-YAG doblado), con pulsos de 0,5 J y 7 ns. 

 

2.6 MICROSCOPIO INVERTIDO CON ILUMINACION DE LEDS: 
 
 
 Para la obtención de imágenes se utilizó un microscopio invertido con 

iluminación de campo claro Nikon TS-100. Como fuente de iluminación se eligieron 

LEDs de 535 ± 16 (verde) y 635 ± 11 (rojo) nm FWHM, a los cuales se le conectaron 

resistencias en serie de 22 Ω y 47 Ω respectivamente. Se utilizó una fuente de voltaje 
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regulado para lograr una iluminación de igual intensidad para ambos LEDS. Estos se 

colocaron colineales usando un espejo dicroico. Se utilizó un diafragma (placa de 

aluminio con un orificio de 1 cm de diámetro) para disminuir la iluminación irregular 

debida a los LEDs y de esa forma obtener un campo de iluminación constante en la 

muestra. Bajo esta iluminación, una de las especies del sensor químico absorbe el 

color rojo y la otra el verde. El canal azul de la cámara digital no se utilizó para la 

medición dejando ese rango de longitudes de ondas para actuar sobre el sistema sin 

interferir en la medición, o queda libre para poder realizar alguna medición adicional. 

Para el registro de imágenes se utilizó una cámara digital Casio Exilim EX-FC100 

acoplada a uno de los oculares del microscopio. 

 Una imagen del setup montado para la adquisición de imágenes se muestra en 

la Figura 2.21 y 2.22. 

 

 

Figura 2.21. Fotografía del setup utilizado como interfaz para la medición por transmitancia en 
distintos tipos de sistemas. 
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Figura 2.22. Fotografía del sistema utilizado para la iluminación de las muestras. 

 

 

2.7 PROCESAMIENTO DE IMÁGENES 
 
 
Las imágenes obtenidas fueron procesadas con el programa gratuito y de 

acceso público ImageJ. 

El primer paso fue separar los canales RGB y se seleccionó uno para procesar 

las imágenes. Si bien en este trabajo se muestran las imágenes obtenidas por el canal 

G (verde), en esta sección se usó como ejemplo demostrativo imágenes del canal R 

(rojo). 

Todos los cálculos con las imágenes se hicieron con precisión de 32 bits en 

punto flotante. 
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En el caso de las mediciones en las cuales existe algún elemento dependiente 

solamente de los objetos presentes pero en el que no se realiza ninguna medición (por 

ejemplo, imágen del clavo) se les asigna valores NaN (no numérico) a los pixeles que 

conforman esa zona de la imagen. 

En la Figura 2.23 se muestra una imagen seleccionada de un video adquirido 

en la medición de pH en sistema FIA (arriba) y una imagen del canal R luego de 

separar la imagen real en los distintos canales (abajo).  

 

 

 
 

Figura 2.23. Imagen real (arriba) seleccionada de un video adquirido en la medición de pH y su 
respectiva imagen obtenida en el canal R (abajo). 
 

 

Dado que los valores obtenidos en cada pixel representan la luz trasmitida por 

la muestra, se calculó la transmitancia relativa (Fig. 2.24, abajo) respecto de una 

imagen tomada como referencia dividiendo cada imagen por esta última, que se define 

como el 100% de T (Fig. 2.24, centro).  Esta imagen blanco contiene la información 

sobre variaciones del campo de iluminación.  Nótese que esta imagen de referencia 

contiene una de las especies, de modo que su transmitancia no es necesariamente 1. 

Sin embargo, al efectuar la división su valor de transmitancia será T=1 (A=0), actuando 

la imagen de referencia como el punto de calibración de concentración cero de la 

especie medida. 

 

( )
( )pixeli

pixeli
T

0

=      (2.8) 
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Previo a continuar con el cálculo de los valores obtenidos en cada pixel para la 

variable deseada, con el fin de evitar valores imposibles en las operaciones 

matemáticas a realizar, se definió para todos los valores de transmitancia relativa un 

máximo y mínimo de 0.9999 y 0.0001, respectivamente. 

 

 

 

 
 
Figura 2.24 Imagen obtenida en el canal R (arriba). Imagen obtenida en el canal R en la cual se 
define el 100% de transmitancia (centro). Imagen calculada que representa la transmitancia de 
la imagen del canal R (abajo). 

 

Luego se obtuvo el valor de la diferencia de absorbancia (∆Abs) en cada pixel 

mediante la Ec. 2.9  Este valor representa la diferencia de absorbancia entre un valor 

dado y el valor de absorbancia real de la referencia definida como el 100% de T. 

 

)log(TAbs −=∆      (2.9) 

 

 

Figura 2.25 Imagen en función de ∆Abs calculada, utilizando Ec. 2.9. El recuadro muestra la 
zona en que se asume que la fracción molar de la especie medida es unitaria. 
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El segundo punto de calibración se determina en una zona y tiempo en la cual 

la reacción haya llegado al estado final (asumiendo así que la fracción molar de la 

especie medida es igual a uno). Este valor máximo se obtiene calculando la media en 

un histograma de los valores de pixeles que se encuentran en la zona deseada 

(recuadro rojo en Figura 2.25). Esta operación matemática da como resultado la 

imagen en función de XA (fracción molar de la especie que se genera en la reacción 

medida, Figura 2.26). 

 

0
A

A
A

Abs

Abs
X

∆
∆

=      (2.10) 

 

 

Figura 2.26 Imagen que representa la fracción molar de la especie que se genera en la 
reacción. 

 

Debido a que los sensores poseen sólo dos especies en el equilibrio (ácida-

básica u oxidada-reducida) se obtiene la Ec. 2.11, en la cual se muestra la relación 

entre la concentración de ambas especies y la fracción molar obtenida anteriormente. 

En la Figura 2.27 se muestra una imagen que representa el cociente entre las 

concentraciones de ambas especies. 

 

  (2.11) 

 

 

Figura 2.27 Imagen que representa la relación entre las concentraciones de ambas especies 
presentes en el equilibrio. 
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En el caso de querer efectuar la operación en forma ratiométrica, se resuelve el 

sistema de ecuaciones completo de las dos especies, considerando los valores de 

absortividad molar de ambas especies a 535 nm y 635 nm. 

Por último se procede a reemplazar la relación entre las concentraciones de 

ambas especies en la función correspondiente, para que cada pixel represente el valor 

correspondiente de la variable deseada en dicha zona. 

En el caso de pH, donde Cb es la concentración de la especie básica y Ca la 

concentración de la especie ácida (Figura 2.28, arriba): 

 

)log(
a

b

C

C
pKapH +=      (2.12) 

En el caso de potencial redox se reemplazó la relación de las especies (Co es 

la concentración de especie oxidada y Cr la concentración de la especie reducida) en 

la ecuación: 

      (2.13) 

    

En ambos casos  se seleccionó una tabla de colores (LUT) para obtener una 

imagen en falso color que represente la variable medida. Se calibró el brillo y contraste 

de forma tal que los valores calculados en cada pixel estén representados por toda la 

gama de colores del LUT (“Lookup Table”). 

 

 

 

Figura 2.28 Imagen calculada de la variable pH de la imagen seleccionada (arriba) e Imagen en 
falso color que representa al pH (abajo). 
 

)log(*
059,00
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n
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2.8 MEDICION DE pH EN FIA: 
 
 
 El esquema del setup utilizado para la obtención de imágenes se representa en 

la Figura 2.29. 

 

Figura 2.29. Esquema del dispositivo utilizado para la obtención de imágenes en FIA a alta 
velocidad. Se muestra la entrada del flujo (A) guiado a través de un capilar (B) que es 
descartado (C) luego de pasar por el campo del objetivo (D). El complejo  es fotolizado por un 
diodo láser de 405 nm (E), aumentando el pH y modificando la absorbancia del sensor. 
 

 El tamaño del capilar utilizado fue de 1 mm de diámetro.   Se utilizó un flujo 

continuo, impulsado por gravedad, de una solución que contiene al complejo 

[Ru(bpy)2(PPh3)(BuNH2)]Cl2 y Calcón, ambos a una concentración 2 mM, a la cual se 

añadió una solución 1M en HCl hasta pH = 4,00. 

 Se enfocó un diodo láser de 405nm, pulsado a una frecuencia constante (1 Hz, 

ancho de pulso = 10-100 µs), en un punto fijo en una zona del capilar. El láser fue 

alimentado con un generador de ondas, utilizando una onda rectangular para generar 

los pulsos. 

 La cámara digital se fijó en su mínima sensibilidad (ISO 100) para minimizar el 

ruido. Fue necesario el ajuste de la intensidad de luz emitida por los LEDs, mediante 

una fuente de voltaje regulado, para poder adquirir los videos a 30, 210, o 1000 fps. 

 Antes de realizar una determinación de las concentraciones y pH, fue necesario 

determinar el intervalo lineal de respuesta. Esto puede realizarse haciendo uso de 

soluciones de Calcón de absorbancia conocida, a un pH regulado, a ambas longitudes 
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de onda. Los sensores R y G mantienen una respuesta relativamente lineal entre 35 y 

210 cuentas, que cubren el 68% de toda la gama de intensidad de la luz, y son 

adecuados para las mediciones con la precisión espacial requerida. El nivel de luz de 

ambas fuentes de iluminación (LEDs) se ajustaron para adaptarse a este rango lineal.  

 

 2.9 MEDICION DE pH EN MICROESFERAS: 
 
 
 Para formar el sistema a medir se generaron gotas esféricas, de un tamaño 

similar al de una célula grande (200 µm de diámetro), mediante la mezcla de una 

solución 45/55% (v/v) de cloroformo y n-hexano (que posee una densidad ligeramente 

menor que la del agua) y una gota de una solución acuosa, a pH = 4, que contiene el 

complejo [Ru(bpy)2(PPh3)(BuNH2)]Cl2 y Calcón a una concentración de 3 mM y 1,2 

mM, respectivamente. La gota fue dividida en partículas más pequeñas mediante una 

agitación vigorosa. Esta suspensión fue vertida en una caja de Petri de vidrio y sellada 

para evitar la evaporación. Las pequeñas gotas, con un tamaño que oscila entre 10 a 

500 µm, fueron enfocadas individualmente con el uso del microscopio invertido. Un 

haz de láser pulsado (de 405 nm)  fue dirigido a través de la óptica del microscopio 

para generar un foco de unos 0.8 µm aproximadamente. El video fue registrado a 210 

fps. 

En la Figura 2.30 se puede observar la configuración experimental utilizada 

para adquirir las imágenes. 
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Figura 2.30. Esquema de la configuración experimental utilizada para la obtención de 
imágenes. 
 

 

 

2.10 MEDICION DE POTENCIAL REDOX DURANTE 
CORROSION DE HIERRO: 
 
 

 En este caso se procedió de forma similar al descripto anteriormente (2.9) con 

la diferencia de que se utilizó una solución del complejo [Ru(bpy)2(4AP)]3+ contenida 

en una cápsula de Petri, en la cual se sumergió el objeto de hierro deseado (clavo, 

virulana, limaduras de hierro). Se utilizó un clavo de 1 mm al cual se le pulió la punta 

para disminuir su tamaño. En otra medición se utilizó el mismo clavo pero en este caso 

se cubrió su superficie con un esmalte negro para protegerlo de la corrosión y, una vez 

seco el esmalte, se quitó parte del mismo con un bisturí en una zona determinada en 

la cual se desea generar la corrosión. También fue utilizada como espécimen una 

muestra de lana de acero comercial de aproximadamente 50 µm de diámetro. Todos 

los elementos de hierro utilizados fueron sumergidos en una solución de HCl 1M para 

limpiar la superfice. Los videos se grabaron a 30 fps. 

 En la Figura 2.31 se ejemplifica el montaje utilizado para realizar las 

mediciones con el sensor de potencial redox. 
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Figura 2.31. Esquema de la configuración experimental utilizada para la obtención de 
imágenes. 

 

 

2.12 SIMULACION COMPUTACIONAL: 
 
 
Los cálculos fueron realizados por el Dr. Leonardo Slep, en este trabajo se 

discuten los resultados obtenidos. En esta sección se describe la metodología utilizada 

para dichos cálculos computacionales. El uso de (TD)DFT (“(Time Dependent) Density 

Functional Theory”) ha demostrado ser de gran utilidad para comprender la 

fotoquímica de los complejos simétricos del tipo Ru-bpy[67-69], sin embargo, el 

modelado de complejos asimétricos de la forma [Ru(bpy)2(L1)(L2)]
n+ con L1 ≠ L2 ha sido 

poco estudiado.[70] 

En este trabajo se usó como sistema modelo de partida el fragmento de Ru-

polipiridina estructuralmente más simple relacionado con las especies estudiadas: la 

especie monocatiónica [Ru(bpy)2(py)Cl]+, esta elección permite reducir el tiempo de 

cómputo sin pérdida de generalidad en relación a las propiedades fotoquímicas de los 

compuestos estudiados. 

Se realizaron optimizaciónes de geometría en el estado electrónico 

fundamental  utilizando el programa Gaussian09[71] de todas las especies descriptas 

sobre estructuras iniciales obtenidas utilizando la teoría del funcional de la densidad 

(DFT). Se utilizó B3LYP como funcional de intercambio-correlación, y LanL2DZ como 



85 
 

conjunto de funciones de base (que incluye un potencial efectivo de núcleo para 

átomos pesados). Tanto el funcional como el conjunto de bases, ha demostrado ser 

adecuado para la predicción de geometría y propiedades fotoquímicas en compuestos 

de coordinación que contienen metales de la segunda serie de transición.[72-79] 

Para todos los casos, se usó un criterio ajustado de convergencia para los 

pasos de autoconsistencia (opción SCF=tight), el resto de las opciones fueron las 

estándares dadas por el programa. La naturaleza de los puntos estacionaros de la 

superficie de energía potencial fue chequeada mediante un cálculo de frecuencias de 

los modos normales de vibración asociados a cada sistema. 

El análisis de la estructura electrónica se complementó con cálculos 

computacionales utilizando la teoría de time-dependent DFT sobre las estructuras 

optimizadas, incluyendo 100 estados electrónicos de la misma multiplicidad de spin 

que el estado fundamental del complejo [Ru(bpy)2(Py)Cl]+ y 200 estados para el 

complejo [Ru(bpy)2(Rhod6G-4Pic)Cl]2+. Tanto la composición de los orbitales 

moleculares como el espectro de transiciones electrónicas de cada especie fueron 

simuladas utilizando la geometría optimizada en fase gaseosa, y los efectos de 

solvatación en solución (mezcla de etanol/agua) fueron introducidos empleando el 

método de solvente implícito PCM (Polarizable Continuum Model) implementado en 

Gaussian 09.30. 

 
2.13 SIMULACION REACCION-DIFUSION DE Ru-DCHQ: 
 
 
 La ecuación diferencial (Ec. 6.2) fue resuelta usando el software FlexPde 5.0. 

Se asumieron algunas simplificaciones, como por ejemplo una NA (apertura numérica) 

igual a 1 para el haz incidente, el mismo coeficiente de difusión tanto para el complejo 

de Rutenio como para el fluoróforo y se definió el tamaño del haz igual a 1 µm (mayor 

que el límite de difracción, incluyendo cualquier distorsión posible en la configuración 

óptica). 
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2.14 TIEMPO DE VIDA DE FLUORESCENCIA: 
 
 
 Los tiempos de vida de fluorescencia se midieron utilizando un diodo láser 

pulsado (445 nm, 300 ps), una tarjeta de adquisición Becker y Hickl Modelo SPC 130 y 

un diodo de avalancha Modelo MPD 50. Todas las mediciones se realizaron a 25 ° C. 

 

2.15 RESPUESTA NO LINEAL DE SONDA FLUORESCENTE: 
 
 
 Como una prueba preliminar para determinar el comportamiento del complejo 

[Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl2 (DCHQ = 2,3-dicianohidroquinona) en un régimen de 

excitación bifotónica, se enfocó a través de un objetivo 20X el haz de luz emitido por 

un láser de estado sólido de 405 nm en una cubeta de fluorescencia, la cual contenía 

una solución del complejo de concentración 10 µM  a pH 11 (alcalinizado con NaOH 

1M), bajo agitación continua para evitar fotoblanqueo (photobleaching) y/o la 

acumulación de fotoproductos en la zona focal. El mismo procedimiento se realizó con 

una solución de DCHQ al mismo pH. 

 Para poder medir la relación entre la intensidad de emisión y la de irradiación 

se montó un arreglo óptico (Figura 2.32), en el cual se hace incidir la luz pulsada 

(mediante un generador de ondas) y emitida por un láser de estado sólido de 405nm 

sobre un capilar (de 1 mm de diámetro) por el cual circula una solución acuosa 100 µM 

del complejo [Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl2 alcalinizada con NaOH 1M hasta pH 11. 

El flujo fue impulsado mediante gravedad. La luz emitida es capturada por una fibra 

óptica de 50 µm de diámetro colocada de forma perpendicular a la luz de irradiación. 

Se utilizó un espectrofotómetro Ocean Optics  con un detector de arreglo de diodos 

para la adquisición de datos. Se utilizó un lente convergente, de una distancia focal de 

40 mm, para focalizar la luz de excitación en el capilar y otro lente divergente de una 

distancia focal similar para enfocar la luz de emisión en la fibra óptica conectada al 

detector. Para variar la intensidad de la luz de excitación se utilizó un filtro polarizador. 
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Figura 2.32. Esquema del dispositivo utilizado para medir la relación entre la intensidad de 
excitación, generada con un láser de 405 nm enfocado en el capilar, y la de emisión de la 
solución del complejo [Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl2. 
 

 

 

2.16 RESPUESTA NO LINEAL DE SONDA FLUORESCENTE EN 
TECNICAS DE  MICROSCOPIA: 
 
 
 Para demostrar el comportamiento del compuesto Ru-DCHQ en técnicas de 

microscopía se procedió a medir la intensidad de luz emitida por una muestra del 

complejo [Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl2 al realizar el trazado de una línea producida 

por un haz de luz de intensidad variable sobre la muestra, y comparar los resultados 

con el comportamiento del ligando libre (DCHQ) en iguales condiciones. 

 El setup utilizado para realizar la medición se compone de las siguientes 

partes:   

-     Un láser de 405nm de estado sólido como fuente de irradiación.  

-    El haz de luz pasa a través de un telescopio (formado por dos lentes de distancias 

focales 35 mm y 105 mm con el fin de expandir el haz colimado y dirigirlo a los espejos 

móviles). 

-      Dos espejos de posición regulable para poder controlar la posición del haz.  
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-   Espejos controlados por galvos que se utilizan para realizar el barrido deseado 

sobre la muestra. Estos fueron controlados mediante una interfase que utiliza un 

Software programado en lenguaje Quickbasic 4.5. El mismo se emplea para controlar 

el sentido y la velocidad con la que giran los motores que mueven los espejos del 

galvo. Estos espejos se encuentran colocados de forma tal que el haz que se refleja 

en ellos esté alineado con el objetivo del microscopio (luego de reflejarse en el espejo 

contenido en el cubo del microscopio). La intensidad de luz de irradiación en un punto 

dado depende del tiempo en que permanece el enfoque del haz en dicha zona.  

-     Un microscopio invertido  de epifluorescencia Nikon Eclipse TS100 

-   La adquisición de imágenes fue realizada con una cámara iNOVA pla-C+ con 

software propietario. 

 

 Como muestra se utilizó una solución acuosa del complejo 

[Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl2 a una concentración 1 mM, alcalinizada con NaOH 1M 

hasta llegar a pH 11, y por otro lado una solución del ligando (DCHQ) y la jaula 

(complejo acuo), de igual absorbancia que la solución del complejo con el fluoróforo 

coordinado. 

 Para preparar la muestra se procedió a depositar 10 µl de la solución sobre un 

portaobjeto limpio, al cual previamente se le colocó un marco de Parafilm® utilizado 

para contener la muestra en la zona deseada, y luego se colocó un cubreobjetos sobre 

la muestra, como se puede observar en la Figura 2.33. 

 Se procedió a tapar la muestra reduciendo así la señal de background 

producida por la luz ambiente.  
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Figura 2.33. Preparación de la muestra utilizada en la medición descripta. 

 

Las imágenes fueron procesadas con el software, gratuito y de acceso libre, 

ImageJ. Se realizó una curva de la zona irradiada, obteniendo así el valor de la 

intensidad de luz emitida en cada pixel de la línea seleccionada. 
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Capítulo 3. 

SENSOR Y ACTUADOR DE pH: 
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3.1 INTRODUCCION: 

 

 En este capítulo se describe la manipulación óptica del pH de un sistema dado 

y la obtención simultánea de imágenes del mismo. Este trabajo fue realizado en 

colaboración con el Dr. Oscar Filevich. El sistema consta de un complejo Ru-bpy 

fotoactivo ([Ru(bpy)2(PPh3)(BuNH2)]
2+), con el cual se es capaz de inducir localmente 

un cambio de pH (más de 5 unidades) en un tiempo del orden del microsegundo o 

menor. Al mismo tiempo es posible obtener imágenes con una velocidad de hasta 

1200 fps utilizando una cámara fotográfica digital de uso doméstico y de un valor 

económico acoplada a un microscopio y utilizando un sistema de iluminación por 

LEDs. Estas imágenes implican la medición en paralelo de entre 105 y 106 medidas 

independientes de pH, una por pixel de la imagen obtenida. Como sensor de pH se 

utilizó el indicador ácido-base conocido como Calcón (sal sódica del ácido 1-(2-hidroxi-

1-naftilazo)-2-naftol-4-sulfónico). Se estudió el uso de este sistema como una 

excelente herramienta para investigar tanto el flujo en modelos de FIA (Flow Inyection 

Analysis), como también en modelos que se asemejan a sistemas biológicos. 
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3.2 PRINCIPIOS DEL SENSOR: 

 

 El Calcón se utiliza habitualmente en titulaciones complejométricas de calcio y 

su estructura se muestra en la Figura 3.1. Debido al grupo fenólico que posee permite 

su uso como un indicador de pH (pKa = 7,40). 

 
Figura 3.1. Estructura del Calcón. 
 

 En la forma mononegativa (debido a la presencia del grupo sulfonato), el 

Calcón presenta un máximo de absorbancia a 515 nm con una absortividad molar de 

14700 M-1cm-1, mientras que el anión fenolato (grupo OH deprotonado) muestra una 

fuerte absorción alrededor 635 nm, y una absortividad molar de 24500 M-1cm-1 (Figura 

3.2, abajo). Contrariamente a la mayoría de los indicadores de pH, la absortividad 

molar máxima de ambas especies es bastante similar (lo que hace del mismo un 

indicador no muy bueno para utilizar visualmente con el ojo humano). Esta propiedad, 

y el hecho de que la posición de las bandas se superponen en buena medida con los 

máximos de transmitancia de los filtros RGB de una cámara digital (Figura 3.2, arriba), 

hace del Calcón un indicador ideal para realizar imaging de pH alrededor de 7.    

El actuador principal en el sistema descripto es el complejo cis 

[Ru(bpy)2(PPh3)(BuNH2)]
2+. Este compuesto, de estructura octaédrica, posee dos 

bipiridinas (ligando bidentado) coordinadas a un centro metálico de Ru (II). Además de 

estos dos ligandos, un ligando monodentado auxiliar (PPh3) se coordina a través del 

fósforo (la fotoliberación de las fosfinas en los complejos Ru-bpy es prácticamente nula 



93 
 

debido a la retrodonación π que existe entre el metal y este tipo de ligandos), y la 

amina, en posición cis, se coordina a través de nitrógeno. Al ser este compuesto 

estable en solución sólo se obtiene la liberación de amina y el consecuente aumento 

del pH en forma localizada en el sector donde se ha irradiado con luz de una longitud 

de onda que se encuentre en el rango de absorción de la banda 1MLCT. En este caso 

se utilizó una luz de una longitud de onda de 405 nm debido no solamente a la buena 

absorción por parte del complejo en esa zona sino a que a esa longitud de onda no 

son sensibles los sensores G y R de la cámara (utilizados para la determinación de las 

especies ácido-base del Calcón).  Los altos coeficientes de absortividad molar del 

Calcón, tanto en su forma ácida como en la básica, garantizan que las pequeñas 

diferencias en la absorción del complejo Ru-bpy después de la fotoliberación pueden 

ser consideradas insignificantes. El cambio de la absortividad del complejo a 535 nm 

es de 344 a 628 M-1cm-1, mientras que a 635 nm, su absorción es casi nula. 
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Figura 3.2. Arriba: Transmitancia de los filtros RGB de la cámara. Centro: Emisión de los LEDs 
utilizados como iluminación. Abajo: Absortividad molar del Calcón a pH = 4 (absorción 
mayoritariamente de luz verde, izquierda) y pH = 10 (absorción mayoritariamente de luz roja, 
derecha). 
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3.3 REACCION DE FOTOLIBERACION DE BUTILAMINA: 

 

 La reacción fotoquímica de liberación del ligando BuNH2 fue monitoreada 

mediante espectroscopía de RMN y producida por medio de la irradiación dentro del 

tubo de RMN con un arreglo de LEDs de 450 nm, durante 3 minutos. Luego de esta 

irradiación las señales iniciales se vuelven insignificantes y quedan únicamente las 

señales del complejo acuo y BuNH2  libre, sin mostrar fotoproductos secundarios.  Se 

muestran los resultados obtenidos en la Figura 3.3. En la región aromática se 

encuentran las típicas señales correspondientes a las bipiridinas en un complejo 

octaédrico cis asimétrico  (8 dobletes y 8 tripletes) y las pertenecientes a los fenilos de 

la PPh3 (3 multipletes). En la región alifática no sólo se pueden observar las señales 

correspondientes a los H unidos a C de la butilamina, sino que se pueden apreciar los 

tripletes en 2,90 y 3,25 ppm que corresponden a los H unidos a N de la amina 

coordinada. Esto indica que no pueden intercambiar con el D del agua deuterada, 

debido a que el par de electrones del N participa en el enlace de coordinación y no se 

encuentra libre para permitir el habitual mecanismo de protonación de las aminas. 
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Figura 3.3. Espectro 1H-RMN de [Ru(bpy)2(PPh3)(BuNH2)]Cl2 en solución de D2O. Señales 
alifáticas (arriba) y aromáticas (abajo), antes (a) y después (b) de fotolizar en tubo de RMN, 
usando LEDs de 450nm. 
 

 Por otro lado se midió mediante espectroscopía UV-visible la eficiencia 

cuántica de fotoliberación de butilamina a partir del complejo en solución acuosa. La 

muestra fue irradiada con un diodo láser de 405 nm en una cubeta de 4 caras pulidas 

con agitación constante. Se obtuvo un rendimiento cuántico de fotoliberación de Φpr = 

0.165, similar a valores obtenidos para compuestos de la familia.[14] 

 A continuación, en la Figura 3.4, se puede observar el desplazamiento de la 

posición del máximo de absorción a medida que se va concretando la reacción de 

fotólisis del compuesto (Ecuación 3.1). La aparición de la banda a mayores energías 

se debe a que el agua es menos dadora que la butilamina. En el recuadro de la Figura 
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3.4 se muestra la concentración de butilamina libre en función del tiempo de 

irradiación. 

 

[Ru(bpy)2(PPh3)(BuNH2)]
2+ +  H2O   hv       [Ru(bpy)2(PPh3)(H2O)]2+ + BuNH2         (3.1) 
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Figura 3.4. Fotólisis de [Ru(bpy)2(PPh3)(BuNH2)]
2+ en solución acuosa, usando diodo láser de 

405nm. El recuadro muestra el número de moles de producto en función del tiempo medido 
(puntos) y calculado (línea). 
 

 Las absortividades molares del complejo [Ru(bpy)2(PPh3)(BuNH2)]
2+ en agua, a 

pH = 7, son a λ405nm = 5800 M-1 cm-1  y en λmax=442nm = 6200 M-1 cm-1  y la del complejo 

[Ru(bpy)2(PPh3)(H2O)]2+ a λ405nm = 4600  M-1 cm-1 . 

 

3.4 CINETICA DEL SENSOR: 

 

 La butilamina es una base débil, su catión conjugado tiene un pKa = 10,77. 

Pero ésta, al estar coordinada al centro metálico tiene el par de electrones libre del N 

involucrados en el enlace de coordinación y por lo tanto no posee carácter básico. De 

esta forma la fotoliberación de la amina podría ser utilizada para elevar localmente el 

pH hasta un valor pH=11.  Sin embargo dado que el complejo acuo 

([Ru(bpy)2(PPh3)(H2O)]2+) tiene un pKa algo mayor a 10 (base conjugada 
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[Ru(bpy)2(PPh3)(OH)]+]), este fotoproducto actúa como buffer a este valor de pH, 

restringiendo el aumento de pH mas allá de pH =10. 

 La resolución de tiempo del sistema de adquisición de imágenes está limitado  

por dos factores: la velocidad (en cuadros por segundo) de la cámara utilizada y la 

cinética de reacción del indicador en las condiciones utilizadas. Por ejemplo, en el 

caso de la fenolftaleína, la constante de velocidad de la reacción de desprotonación 

tiene un valor de k1 = 2x109 M-1s-1[80], lo que implica que al utilizar concentraciones 

habituales, el cambio de color del indicador es mucho más lento que el cambio de pH 

inducido por el actuador molecular, siendo este último muy veloz, con t1/2 = 22 ns, 

similar al de otros compuestos de la misma familia.[16,81]  

 Dado que no existen estudios cinéticos del Calcón como indicador de pH, se 

realizaron experimentos de flash fotólisis con el fin de determinar la cinética de 

conversión, en las condiciones experimentales empleadas.  

 Luego del proceso de fotoliberación, es necesario el encuentro entre una 

molécula de agua con una de butilamina para poder llevarse a cabo la protonación de 

la amina. Este equilibrio de protonación debe ser considerado, como también la 

difusión. Las reacciones involucradas se muestran a continuación: 

    BuNH2 + H2O    ⇆ BuNH3
+ + OH-   (3.2) 

    BuNH2 + H3O
+    ⇆ BuNH3

+ + H2O   (3.3) 

 Para dos moléculas de coeficientes de difusión DA y DB y distancia R, la  

constante de velocidad de difusión está dada por la siguiente ecuación: 

  kd (M
-1s-1) = 4 × 103 π R (DA + DB) NA    (3.4) 

donde NA es la constante de Avogadro. 

 Los coeficientes de difusión del agua y la butilamina en agua son DW = 2,1x10-9 

m2s-1 y DB = 8,7×10-10 m2s-1, respectivamente. 
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 Los radios efectivos (a) pueden ser estimados por medio de la relación de 

Stokes-Einstein (Ec. 3.5, donde kB es la constante de Boltzmann y T la temperatura). 

     a = kBT / 6πη D    (3.5) 

 Los valores obtenidos son aW = 0,12 nm y aB = 0,28 nm. Teniendo en cuenta 

que la distancia de reacción R es, aproximadamente, RW + RB = 0,40 nm, se pudo 

estimar un valor aproximado de  kd de 9×109 M-1s-1, lo cual indica que la reacción es 

controlada por difusión. 

 Tomando la concentración de agua igual 55,5 M, la constante de pseudo-

primer orden, kd', obtenida fue de aproximadamente 5×1011 s-1, correspondiente a un 

t1/2 = 1,4 ps. Valor mucho menor al obtenido para el proceso de fotoliberación, por lo 

que entonces esta reacción es  mucho más rápida que la liberación de la amina. Esto 

es consecuencia de la alta concentración de moléculas de agua en las proximidades 

de cualquier molécula de amina. De la misma forma puede obtenerse un valor de t1/2 = 

75 ns a un pH = 3, para la reacción de la amina con H3O
+. En todos los casos se 

puede estimar que el cambio local de pH es más rápido que 100 ns. 

 Las propiedades descriptas hacen de este sistema un fotoactuador de pH ideal 

capaz de aumentar el pH a partir de 3-4 a 10 en una forma rápida, fiable y fácil de 

controlar. Complejos similares que poseen aminas como ligandos pueden ser 

utilizados para los mismos fines. Algunos de ellos poseen la ventaja de tener una 

mayor solubilidad en agua como por ejemplo [Ru(bpy)2(PPh3)(GABA)]+ y 

[Ru(bpy)2(PMe3)(GLUT)] aunque el grupo carboxilo de los aminoácidos coordinados 

impide generar saltos de pH desde valores iniciales inferiores a 5 debido a su poder 

regulador a ese pH. 

 Sin embargo, a pesar de que el salto de pH se produce muy rápidamente, la 

medición de tales cambios está limitada por las velocidades de reacción del indicador. 

La reacción ácido-base del indicador se muestra en la Ecuación 3.6: 

   CalconH- + OH- ⇆ Calcon2- + H2O  (3.6) 
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 En la Figura 3.5 se pueden observar los datos obtenidos del experimento de 

flash-fotólisis. Se obtuvo un valor de t1/2 = 26.1 µS. 

 La tasa de la fotólisis depende linealmente de la concentración del indicador. Al 

cambiar la concentración de Calcón, manteniendo las condiciones de pseudo-primer 

orden, se calculó la constante cinética de segundo orden. Se obtuvo un valor de k1 = 

2,22×107 ± 0.09 M-1s-1. 
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Figura 3.5. Transiente de absorbancia para una solución de Calcón 1.2 mM y de complejo de 
Rutenio 3 mM a pH = 4, luego de irradiar con un láser Q-Switched Nd:YAG (532 nm, 7 ns, 0.5 
J). 
 

 

3.5 MEDICION DE pH EN FIA: 

 

 En la parte superior de la Figura 3.6 se muestra una imagen RGB tomada a 

210 fps. La descomposición de imagen en los distintos canales de color R y G, (B se 

descarta) permite la determinación de la absorbancia a 535 y 635 nm. Las 

concentraciones de las especies básica y ácida pueden obtenerse aplicando la ley de 

Lambert-Beer (ver Sección 2.7), y el pH local se calcula a partir de estos valores. Este 
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sistema permite medir a una velocidad del orden de los milisegundos. Los resultados 

se muestran en la Figura 3.6. 

 

 

 

Figura 3.6. a) Imagen cruda en color (RGB) del capilar FIA por el cual circula una solución que 
contiene [Ru(bpy)2(PPh3)(BuNH2)]Cl2 2 mM y Calcón 2 mM a pH = 5. La imagen fue tomada 
200 ms luego de la irradiación con un pulso de láser de 40 ms de duración. b) Imagen 
monocromática que indica la concentración de Calcón desprotonado (escala en mM) obtenida 
mediante el análisis de absorbancia de la imagen anterior. c) Imagen falso color de pH (pH = 
pKa + log [XB/(1 - XB)]). 
 

 

La Figura 3.7 muestra imágenes seleccionadas de un video registrado a 210 

fps. Se eligieron cuadros tomados cada 47,6 ms. Y en la Figura 3.9 se muestran 

imágenes de la secuencia al comienzo del pulso de láser, registradas en un video con 

una velocidad de adquisición de imágenes mucho más rápida (1200 fps). Se eligieron 

cuadros cada 1 ms y estas últimas imágenes están representadas en unidades de la 

concentración de la especie básica del Calcón. 
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Figura 3.7. Imágenes de pH en falso color tomadas cada 47,6 ms, obtenidas de un video 
grabado a 210 cuadros por segundo. 
 
 
 

 

Figura 3.8. Imágenes de la concentración de especie básica del Calcón en falso color tomadas 
cada 1 ms desde el comienzo del pulso de láser (escala en mM). 
 
 
 

 



103 
 

 La medición del pH puede ser muy precisa cerca del pKa del indicador de pH, 

pero la fiabilidad y precisión disminuyen cuando cualquiera de las especies es muy 

minoritaria. La Figura 3.9 muestra histogramas típicos de pH de 400 píxeles en 

diferentes posiciones de la imagen. 

 

 

 

Figura 3.9. Histogramas mostrando la dispersión de los valores de pH obtenidos a pH = 5.16, 
pH = 7.79 y pH = 9.29. El ruido aumenta a valores de pH lejanos al pKa, debido a la baja 
concentración de una de las especies del indicador. Los histogramas fueron obtenidos de 
cuadrados de 20 pixeles de lado en una imagen tomada a 210 cuadros por segundo. 
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 Si bien en los sectores de la imagen seleccionados existe un cambio de pH 

debido al gradiente generado en FIA, la dispersión en los valores está dada 

principalmente por el error de medición. Este error es mayor a valores de pH alejados 

del pKa, o sea cuando la relación entre las concentraciones de las especies es alta. 

Por ejemplo, la desviación estándar a un pH cercano a 7,8 es σpH = 0,04, mientras que 

a pH cercano a 5 o 9 son σpH = 0,20 y σpH = 0,26, respectivamente. Los valores de la 

dispersión relativa en la medición de la concentración de las especies son de entre un 

6 y un 12% (en un cuadrado de 400 pixels). Para estimar la exactitud del método se 

procedió a medir el pH y alterar la acidez de forma independiente. Se realizó con un 

electrodo de vidrio y la obtención de imágenes de forma simultánea. Se mantuvieron 

las condiciones de concentración y la medición se realizó a velocidades bajas. Se 

obtuvieron valores de pH entre 5,5 y 8,5 con diferencias de 0,06 unidades de pH. Al 

igual que para la precisión, la exactitud disminuye a valores de pH lejanos al pKa. Los 

resultados obtenidos mediante la utilización de ambas longitudes de onda en forma 

ratiometrica no fueron sustancialmente mejores que los obtenidos utilizando un único 

canal. Si bien la medición ratiométrica puede ser ventajosa en algunos tipos de 

determinación (p.ej. donde haya diferencias importantes de espesor de la muestra, o 

alto fotoblanqueo), en este caso el ruido introducido por la medición adicional a otra 

longitud de onda compensa la mejora de los datos y no se obtiene ventaja. 
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3.6 MEDICION DE pH EN OTROS SISTEMAS: 
 
 
 
 Si bien se ha demostrado la utilidad de la técnica para medición y cambio de 

pH en sistemas de flujo (FIA, microfluídica, etc.) ésta  también puede ser empleada en 

otro tipo de sistemas. Se buscó un sistema que posea semejanzas con medios 

biológicos. Para esto se generaron partículas esféricas de agua (~180 µm de 

diámetro) en un medio orgánico de igual densidad, las cuales poseen disuelto tanto el 

sensor de pH como el complejo Ru-bpy. El cambio de pH fue generado por medio de 

la fotólisis del actuador de pH. A medida que la base libre (BuNH2) difunde hacia las 

paredes de la microesfera aumenta el pH en todo su volumen. 

En la Figura 3.10 se muestra una secuencia de imágenes (tomadas a 210 fps) 

obtenidas sin ninguna clase de procesamiento (color) y las correspondientes a la 

concentración de la especie básica del indicador en mM (falso color), en cuatro 

momentos diferentes del proceso de irradiación. La concentración de la especie básica 

del indicador está representada en el eje z. El borde negro en la imagen cruda y el 

correspondiente en la imagen de falso color, en el borde de la gota, no está 

relacionado con el pH, sino a las diferencias en el campo de iluminación y refracción. 

Después de una irradiación continua (cuarto cuadro), aparece algún fotoblanqueo en 

el punto focal del láser. 
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Figura 3.10. Izquierda: Secuencia de 4 imágenes tomadas de un video. Arriba: Imagen cruda 
sin procesar. Abajo: Imagen en falso color con la cuantificación de la forma básica del Calcón 
en cada pixel (escala de color en mM). Derecha: Plots de  superficie correspondiente a las 
imágenes que se presentan a la izquierda. 
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3.7 RESUMEN ACTUADOR-SENSOR DE pH: 

 

 En conclusión, se ha desarrollado un sistema compuesto por una amina 

enjaulada, que se utiliza como actuador molecular para aumentar más de 5 unidades 

de pH en un rango que se encuentra en las decenas de nanosegundos, y un método 

de medición rápido y fiable basado en el indicador de pH Calcón capaz de monitorear 

cambios de pH en el rango de las decenas de microsegundos. Se han realizado 

mediciones in situ con una cámara digital de bajo costo capaz de grabar videos de 

hasta 1200 fps en un sistema FIA y en una gota de un tamaño cercano a 180 

micrones. Estos experimentos permiten visualizar de una manera muy precisa el perfil 

parabólico de velocidades dentro de un canal de microfluídica. De esta forma, la 

información sobre el flujo laminar en FIA y dispositivos lab-on-a-chip puede ser 

fácilmente obtenida de una manera directa. Como la cantidad de luz transmitida se 

puede modificar, incluso la grabación más rápida se puede lograr por medio de una 

mayor velocidad del sensor CCD. En la técnica presentada, la luz se dirige a través de 

la muestra de análisis hacia el objetivo. Esto es una ventaja importante sobre el uso de 

fluoróforos, que emiten luz en todas direcciones y por lo tanto existe una necesidad de 

alta apertura numérica en el objetivo para garantizar la intensidad de luz suficiente en 

el detector. Este nuevo enfoque utilizado en la obtención de imágenes es por lo tanto, 

una excelente herramienta para medir el pH de una forma rápida y fiable con muy bajo 

costo de uso y aplicación. 

 Por otra parte, el método presentado no sólo permite la rápida medición de pH, 

sino que también es bueno para la obtención cualitativa de imágenes de flujo en el 

interior de un tubo capilar o cualquier otro microdispositivo translúcido. Como 

contrapartida el sistema no puede utilizarse para espesores demasiado finos (< 50 µm) 

debido a la baja absorción que existiría en estos casos. 
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 Con este sistema puede obtenerse una respuesta del orden de las decenas de 

microsegundos. Si bien existe la posibilidad de utilizar cámaras más rápidas (mucho 

más caras)  otros indicadores deberían ser utilizados. Algunos, como el azul de 

bromotimol, poseen respuestas más rápidas, pero sus longitudes de onda de 

absorción no coinciden con las longitudes de onda de los filtros de la cámara, así 

como los de Calcón, lo que obligarían al uso de equipos de imaging especiales en 

lugar de los comerciales estándares.  El método es robusto frente a una pequeña 

cantidad de fotoblanqueo, que pueda aparecer cuando se utiliza una alta potencia de 

láser para fotoliberar la base y aumentar el pH. 
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Capítulo 4. 

SENSOR DE POTENCIAL REDOX: 
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4.1 INTRODUCCION: 
 
 
 En este capítulo se describe un sensor molecular de potencial redox el cual 

puede ser utilizado para la obtención de imágenes mediante el uso de microscopía de 

transmisión. Este sensor está constituido por un complejo de la familia Ru-bpy, en el 

cual ambas especies (oxidada y reducida) poseen espectros de absorción tales que 

permiten el registro de imágenes compatibles con la respuesta de los canales de una 

cámara digital. Se utiliza el canal G (verde) para medir la especie reducida, y el R 

(rojo) la especie oxidada, permitiendo una medición directa o tambien ratiométrica. El 

uso de estos dos canales de la cámara digital permiten dejar libre el canal B (azul) 

para el caso en el cual sea necesario utilizar algún tipo de actuador fotoquímico o para 

realizar alguna medición adicional. 

El complejo utilizado como sensor molecular es el [Ru(bpy)2(4AP)2]
n+ (con n = 2 

para la especie reducida y n = 3 para la especie oxidada). La especie reducida posee 

un máximo de absorción a 493 nm y la oxidada a 745 nm. Se utilizaron LEDs de 

535nm y 635nm como sistema de iluminación cuasi-monocromático. La absortividad 

molar de la especie reducida a 535nm y la oxidada a 635nm son similares, permitiendo 

un aprovechamiento máximo del rango dinámico de la cámara sin saturación. 

Este tipo de sensor se utilizó para realizar la determinación del potencial redox 

en 2D en un sistema formado por una solución acuosa del sensor en el cual se 

sumergen algunas piezas de hierro. La oxidación del objeto de hierro generada por la 

reducción del sensor (Figura 4.1), permite obtener imágenes microscópicas 

relacionadas a la corrosión del mismo en tiempo real. El potencial redox en cada punto 

del sistema se calcula usando los valores de intensidad de luz obtenidos en la 

medición, mediante la ley de Lambert-Beer y la ecuación de Nernst. 

 Si bien esta clase de compuestos pueden ser utilizados como fotoliberadores, 

poseen una eficiencia de fotoliberación baja (~ 2 x10-2), por lo tanto, con la intensidad 
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de luz utilizada en la medición la descomposición fotoquímica del sensor es 

prácticamente nula. 

 

 

Figura 4.1. Reducción del sensor redox por medio del hierro en la superficie. 

 

4.2 POTENCIAL DE LA CUPLA Ru(III)/Ru(II): 
 
 
Una de las propiedades más relevantes en este tipo de sensores es su 

potencial redox (Eº) ya que de éste depende la selectividad del sensor. Este debe 

estar cerca del rango de potencial que se pretende monitorear.  Se sintetizaron 

distintos sensores redox empleando compuestos de la familia Ru-bpy, modificando sus 

ligandos con el fin obtener sensores con diferentes potenciales de reducción estándar. 

Se realizaron voltamperimetrías cíclicas de los compuestos sintetizados y se 

calculó el Eº respecto a SHE de cada uno de ellos. Los resultados se muestran en la 

tabla a continuación.  

Tabla 4.1 Potencial Reducción (en solución acuosa) de complejos Ru-bpy sintetizados. 

COMPUESTO Eº (mV) vs 
NHE 

[Ru(bpy)2(4AP)2]
n+ 903 

[Ru(bpy)2(4DMAP)2]
n+ 851 

[Ru(5,5´dmbpy)2(4AP)2]
n+ 791 

[Ru(5,5´dmbpy)2(4DMAP)2]
n+ 747 
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  Se puede observar que la modificación de los ligandos monodentados (4AP por 

4DMAP) genera una disminución del Eº de aproximadamente 50 mV. Y la modificación 

de ambos ligandos bidentados (bpy por 5,5´dmbpy) genera una disminución de Eº de 

aproximadamente 100 mV. Estos valores son congruentes con la relación propuesta 

por Lever et al.[82] 

Como se mencionó anteriormente, el valor del Eº del complejo está 

intrínsicamente relacionado con la posición del máximo de absorción de la banda 

MLCT del complejo Ru-bpy. Los cambios en los espectros de absorción, que influyen 

también en el diseño del sensor, se discuten a continuación. 

 
 
4.3 ESPECTROSCOPIA UV-VISIBLE DE LOS SENSORES: 
 
 
 Como se mostró en el capítulo anterior (sensor de pH), uno de los requisitos 

principales de esta clase de sensores es la superposición entre los espectros de 

absorción de ambas especies (oxidada y reducida, en este caso) y los espectros de 

transmisión de los filtros RGB de la cámara con la cual se adquieren las imágenes. Por 

lo tanto se buscó maximizar la superposición, del espectro de absorción de la especie 

reducida y de la oxidada con los canales G y R de la cámara, respectivamente. Los 

espectros de absorción de los complejos sintetizados se observan en la Figura 4.2. En 

la Tabla 4.2 se muestran las posiciones de los máximos de absorción de las bandas 

MLCT y LMCT, estado de oxidación II y III respectivamente, de los mismos. 

 
Tabla 4.2 Posición de máximos de absorción de las bandas MLCT y LCTM de los 
compuestos sintetizados. 
 

COMPUESTO λmax (nm)  
n = 2 n = 3 

[Ru(bpy)2(4AP)2]
n+ 486 745 

[Ru(bpy)2(4DMAP)2]
n+ 493 901 

[Ru(5,5´dmbpy)2(4AP)2]
n+ 474 716 

[Ru(5,5´dmbpy)2(4DMAP)2]
n+ 480 869 
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Figura 4.2. Espectros UV-Vis de una solución de los complejos [Ru(bpy)2(4AP)2]
n+ (celeste y 

gris), [Ru(bpy)2(4DMAP)2]
n+ (azul y rosa), [Ru(55dmbpy)2(4AP)2]

n+ (verde y amarillo) y 
[Ru(55dmbpy)(4DMAP)2]

 n+ (negro y rojo) en agua. Bandas a valores de energía menor (n=3, 
correspondiente a transición LMCT) y a mayor (n=2, correspondiente a transición MLCT). 
Normalizados respecto a absorción máxima. 
 

El ligando 4DMAP, con su N piridínico de mayor carácter donor que en el caso 

del ligando 4AP, genera una mayor estabilización del estado excitado (Ru3+-bpy-). Esto 

produce un desplazamiento del máximo de la banda MLCT hacia longitudes de onda 

mayores (más de 5 nm respecto al 4AP). Si bien este efecto aumenta la absorción del 

complejo en su estado reducido a 535 nm (LED verde, detectado en canal G de la 

cámara), la banda de absorción del estado oxidado (LMCT) se encuentra en el IR, 

donde todos los filtros de los sensores RGB de la cámara transmiten, impidiendo así 

una determinación independiente de cada una de las especies mediante distintos 

sensores (R y G). 

Con el fin de contrarrestar esta deficiencia se modificó el complejo utilizando 

55´dmbpy en lugar de bpy. En el caso de ligandos bipiridínicos de mayor carácter 

donor la posición de la banda LMCT se desplaza hacia energías mayores (30 nm 

aproximadamente para este caso), aumentando así la absorción a 635 nm, aunque de 

todas formas sigue siendo baja. Además, esta modificación, por una bipiridina más 
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donora, también produce un corrimiento de la banda MLCT (especie reducida) hacia 

mayores energías (10 nm aproximadamente) debido a una desestabilización del 

estado excitado (Ru3+-bpy-). Este corrimiento produce que la especie reducida posea 

una menor absorción a 535 nm, lo cual es también otra desventaja. 

En conclusión, teniendo en cuenta la superposición entre los espectros de 

absorción de los complejos, en sus distintos estados de oxidación, y la iluminación 

utilizada para poder realizar una medición ratiométrica por medio de los canales R y G 

de la cámara, el complejo [Ru(bpy)2(4AP)2]
n+ es el más adecuado para utilizar como 

sensor de potencial redox. Sus coeficientes de absorción a 535nm (estado de 

oxidación +2) y 635nm (estado de oxidación +3) son aproximadamente iguales. De 

esta manera es posible utilizar el rango dinámico completo de la cámara sin recurrir a 

intensidades de luz incidente muy diferentes.  

En la Figura 4.3 se muestran los espectros de transmisión de los filtros RGB de 

la cámara utilizada, Casio Exilim EX-FC100 (arriba), los espectros de emisión de los 

LEDs utilizados para la iluminación (centro) y los espectros de absorción del complejo 

[Ru(bpy)2(4AP)2]
n+, con estado de oxidación +2 y +3. Se puede observar la 

superposición entre los espectros. 
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Figura 4.3. Arriba: Espectros de transmisión de filtros RGB de la cámara digital. Centro: 
Espectros de emisión de LEDs. Abajo: Espectros de [Ru(bpy)2(4AP)2]

n+ (reducido y oxidado). 

 
 
 
 
4.4 MEDICION DE POTENCIAL REDOX POR TRANSMISION 
 
 
 En la parte superior de la Figura 4.7 se muestra una imagen RGB tomada a 30 

fps de la oxidación superficial del espécimen (clavo de hierro) en una solución 2 mM 

del sensor redox. Para determinar la absorbancia de la especie oxidada (635 nm) y la 

reducida (535 nm) se debe descomponer la imagen en los distintos canales de color R, 
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G y B, este último se descarta. En la parte central de la Figura 4.7 se muestra una 

imagen en la que se representa la fracción molar de la especie reducida y en la parte 

inferior, una imagen falso color del potencial redox calculado aplicando la ecuación de 

Nernst.  Los cálculos matriciales necesarios para obtener estas imágenes se describen 

en la Sección 2.7.  Si bien las imágenes fueron tomadas a una velocidad de 30 fps 

(cada 30 ms aproximadamente) es posible utilizar una velocidad de captura de 

imágenes casi dos órdenes de magnitud mayor (más de 1000 fps) con la intensidad de 

luz utilizada. 

 

 

Figura 4.7. Imagen real (arriba), Imagen que representan la fracción molar de la especie 
reducida del sensor (centro), Imagen falso color (abajo) representando el potencial redox 
calculado como E = Eº + 0,059/n log (Xred / 1 – Xred). 
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En la Figura 4.8 se observan imágenes crudas (arriba) e imágenes en falso 

color que representa el potencial redox en cada parte del sistema (derecha) obtenidas 

durante la medición. En la imagen inicial la solución transmite la luz verde en su 

totalidad debido a que la fracción molar de la especie reducida del sensor redox es 

nula. A medida que el sensor se reduce cerca de la superficie metálica la fracción 

molar de la especie reducida (Xred) aumenta y la oxidada (Xox) disminuye. Esto genera 

una disminución de la transmitancia en el verde y un aumento en la roja en la zona 

cercana a la superficie de hierro. Al transcurrir el tiempo, la especie reducida del 

sensor difunde a través de la solución y su concentración va aumentando en las zonas 

más alejadas de la superficie. Además, la especie oxidada disminuye 

considerablemente en la zona cercana a la superficie, lo que genera la difusión del 

sensor oxidado desde el bulk hasta la superficie metálica. Así se produce un gradiente 

de potencial redox en la solución el cual aumenta a medida que aumenta la distancia a 

la superficie metálica. 

En las Figuras 4.9 y 4.10 se muestran una imágen típica y las curvas obtenidas 

que representan a E en función de la posición mediante el análisis de una línea 

paralela a la superficie metálica  (línea x en Figura 4.9), de una longitud de 200 pixeles 

ubicada a unos 20 micrones de la misma a tiempos de 0, 5, 13, 20, 40 y 60 segundos.  

Debido a la forma de la superficie y la difusión del sensor a través de la solución, el 

potencial redox en la zona medida permanece constante. La diferencia de los valores 

obtenidos se debe principalmente al error de la medición. Se puede verificar que a 

valores más lejanos al E0 del sensor (Figura 4.10, arriba) la dispersión de los valores 

observada es mayor en comparación a valores cercanos al E0. Para estudiar el 

gradiente de potencial redox se analizó una línea perpendicular a la superficie metálica 

(línea y en Figura 4.9), de una distancia de 140 pixeles, en imágenes mostradas en la 

Figura 4.8. Se observa la variación espacial y temporal del potencial redox (Figura 

4.10, abajo). 
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Figura 4.8. Imágenes seleccionadas de la medición de la oxidación del espécimen, obtenidas a 
30 fps. (Imágenes reales, izquierda; Imágenes falso color representado el potencial redox 
calculado como E = Eº + 0,059/n log (Xred / 1 – Xred), derecha). Ambas imágenes poseen la 
misma escala. 
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Figura 4.9. Imagen seleccionada en donde se muestran las zonas utilizadas para realizar las 
determinaciones analíticas. 
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Figura 4.10. Potencial redox calculado en una línea paralela (arriba) y perpendicular (abajo) a 
la superficie del espécimen, tiempos de 0, 5, 13, 20, 40 y 60 segundos. 



120 
 

Para analizar la dispersión de datos también se realizaron histogramas en las 

zonas (cuadrados de 20 pixeles de lado) en las cuales el potencial redox es mayor, 

menor o cercano al Eº, en imágenes seleccionadas del  video obtenido en la medición. 

Las zonas elegidas para esta medición se muestran en la Figura 4.9 (zonas a, b, c) y 

los resultados obtenidos en la Figura 4.11. En la Tabla 4.3 se muestran la media, la 

desviación estándar y la relación entre las especies reducida y oxidada del sensor 

para cada recuadro seleccionado de la imagen. En este análisis se observa la misma 

tendencia que la obtenida en las curvas cercanas a la superficie metálica. A valores en 

los cuales E es similar a Eº (por lo tanto la concentración de ambas especies es 

similar) la dispersión de los valores calculados es menor que en valores alejados a Eº. 

El error en la medición se debe principalmente a este motivo. 

 

Tabla 4.3 Valores calculados de la media, la desviación estándar y la relación entre las 
especies conjugadas del sensor redox, de los valores medidos en los histogramas de 
la Figura 4.11 
 
 

E (Volt) s (Volt) [ox]/[red] 

0.845 0.009 0.105 

0.899 0.003 0.855 

0.976 0.020 17.27 
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Figura 4.11. Histogramas obtenidos en cuadrados de 20 pixeles de lado, de las zonas 
seleccionadas (A, B y C). Nótese que la desviación estándar aumenta al alejarse del valor de 
EO (0,903 V). 
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En la Figura 4.12 se muestra una imagen de un espécimen (clavo de hierro) al 

cual se le recubrió una zona de la superficie con un barniz, evitando así el contacto 

con la solución en dicha zona. El sitio no recubierto queda expuesto al contacto con la 

solución de complejo el cual oxida esa parte la superficie. 

En la Figura 4.13 se comparan, las imágenes en falso color obtenidas en la 

medición de la oxidación de dicho espécimen donde se produce la oxidación sólo en 

una determinada zona (izquierda), contra la medición en la cual la superficie del 

espécimen no se encuentra recubierta, dejando expuesta así toda la superficie y por lo 

tanto oxidándose en su totalidad  (derecha). 

Se puede observar, en las primeras imágenes, el cambio del potencial redox en 

la zona cercana a la superficie que se encuentra expuesta a la solución, pero no se 

notan cambios en las zonas en las que la superficie se encuentra protegida con el 

barniz. A medida que transcurre la reducción del sensor en la zona desprotegida, el 

potencial redox de la solución disminuye debido a la difusión del sensor reducido hasta 

esas zonas. 

 

 

 

Figura 4.12. Fotografía del espécimen utilizado en la medición con parte de su superficie 
cubierta con un esmalte y parte expuesta a la solución que contiene el sensor (zona en la cual 
se produce la reacción redox). 
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Figura 4.13. Imágenes en falso color, representado el potencial redox, seleccionadas de la 
medición de la oxidación del espécimen, obtenidas a 30 fps. Izquierda: Espécimen con parte de 
su superficie cubierta con un esmalte que impide la reacción del metal con el sensor redox, y 
parte de su superficie expuesta a la solución acuosa de sensor. Derecha: Espécimen con su 
superficie expuesta en su totalidad a la solución acousa de sensor, por lo tanto la reacción 
redox se genera en toda la superficie, a diferencia del espécimen que se muestra a la 
izquierda. 

 



124 
 

Con este mismo método se pudo medir el potencial redox en un sistema de 

tamaño microscópico, el cual está compuesto por una partícula de hierro de unos 10 

µm aproximadamente, en libre movimiento en la solución, rodeada por una solución 

que contiene el sensor redox [Ru(bpy)2(4AP)2]
3+ a una concentración 2mM. En la 

Figura 4.14 se muestra una secuencia de imágenes falso color que representan el 

potencial redox del sistema. 

25 mµ

 

Figura 4.14. Conjunto de imágenes seleccionadas en falso color que representan el potencial 
redox de la medición realizada de una partícula de Fe de 10 µm aproximadamente. 

 

El análisis de los datos calculados se realizó para una de las imágenes de la 

secuencia. Se realizaron histogramas de los valores de potencial redox para evaluar la 

dispersión de datos en cuadrados de 10 pixeles de lado. También se realizaron curvas 

que representan al potencial redox en función de la posición para una línea vertical. 

Los sitios de la imagen seleccionados para realizar el análisis de datos se representan 

en la Figura 4.15. (izquierda), como también los resultados obtenidos: histogramas de 

potencial medido, Figura 4.15 (derecha)  y curva de E vs Posición, Figura 4.16.  

De la medición realizada se puede observar un grandiente de potencial redox 

de aproximadamente 200 mV en una distancia de 15 µm. También, nuevamente, se 

puede comprobar que la desviación estándar obtenida en la medición de valores 

cercanos al valor de Eº es menor que a valores alejados al mismo. Esta diferencia es 

dos ordenes de magnitud mayor para valores 200 mV mayores que el Eº en 

comparación con valores donde la relación entre ambas especies (oxidada y reducida) 

es cercana a 1, aunque parte de la tendencia puede deberse al gradiente de potencial 

producto de la difusión. 
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Figura 4.15. Izquierda: Imagen ampliada, seleccionada del conjunto de imagenes mostrado en la Figura 4.14. Derecha: Histogramas obtenidos de cuadrados 
de 10 x 10 pixeles de las zonas seleccionadas, la dispersión de datos aumenta a valores que se alejan del valor de EO.
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Figura 4.16. Curva que representa el potencial redox en función de la posición, en la recta 
seleccionada en la imagen de la Figura 4.15. 
 

 

Por último se realizó una medición de potencial redox en un sistema similar al 

primer ejemplo (clavo de hierro), con la diferencia de que se buscó utilizar un 

espécimen de menor tamaño. Para esto su utilizó un lana de acero comercial, la cual 

posee un diámetro de 50 micrones aproximadamente. Las imágenes fueron obtenidas 

a una velocidad de 30 fps y se muestran en la Figura 4.17. Se puede observar como al 

oxidarse el espécimen comienza a generarse la especie reducida del sensor en la 

región cercana a la superficie metálica, aumentando así la transmitancia a 635 nm y 

disminuyendo a 535nm. A medida que transcurre la reacción de oxidación del hierro, 

se va generando un gradiente de potencial redox de la misma forma que en los otros 

sistemas estudiados.  
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Figura 4.17. Imágenes seleccionadas de la medición de la oxidación de la lana de acero, 
obtenidas a 30 fps. (Imágenes reales, izquierda; Imágenes falso color representado el potencial 
redox calculado como E = Eº + 0,059/n log (Xred / 1 – Xred), derecha). Ambas imágenes poseen 
la misma escala. 



128 
 

4.5 CONCLUSIONES SENSOR POTENCIAL REDOX: 
 
 
Se sintetizó un compuesto de la familia Ru-bpy que permite ser utilizado como 

sensor redox en técnicas de microscopía de transmición y la obtención de imágenes 

mediante una cámara digital comercial. La precisión del método aumenta en los 

valores cercanos al potencial de reducción estándar del sensor y disminuye al alejarse 

del mismo. 

Como se demostró es posible obtener sensores con distintas propiedades 

(potencial de reducción estándar y espectros de absorción de ambas especies) 

mediante la modificación de los ligandos coordinados al centro metálico de Ru. Esta 

versatibilidad permite ampliar la gama de sistemas a medir. 

El uso de este tipo de sensores puede ser  expandido al estudio de superficies 

ferrosas por medio de técnicas de microscopía de reflexión. 
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Capítulo 5. 

COMPUESTOS ANTENA: 
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5.1 TRANSFERENCIA DE ENERGIA EN COMPUESTOS Ru-bpy: 

  

Si bien existen algunas excepciones, las moléculas fluorescentes 

habitualmente utilizadas en microscopías y técnicas analíticas avanzadas no poseen 

grupos funcionales coordinables al centro metálico de los complejos Ru-bpy. En 

particular, los complejos de Ru-bpy forman enlaces de coordinación con aminas 

alifáticas, iminas, piridinas, nitrilos, tiolatos, tioéteres, fosfinas y otros derivados de 

azufre y fósforo. Sin embargo, carboxilatos, anilinas, y fenolatos, que son los grupos 

más comunes en las moléculas fluorescentes, coordinan al Ru(II) débilmente siendo 

fácilmente desplazados por el agua aun a temperatura ambiente. Debido a este hecho, 

el primer paso para desarrollar un fluoróforo capaz de actuar como ligando en un 

complejo de Ru-bpy implica una derivatización química. 

 

 Las Rodaminas son una buena opción para utilizar como ligandos captadores 

de luz (antenas) ya que se presentan en una amplia variedad, cada una con alguna 

propiedad fotofísica diferente. Las Rodaminas presentan un grupo carboxilato que 

puede ser utilizado para realizar una derivatización con una molécula que contenga un 

grupo funcional que se pueda coordinar al centro metálico. Ambas, la derivatización y 

la coordinación al metal, no deben interferir con la capacidad de emisión del fluoróforo. 

En este capítulo se muestra la posibilidad de aumentar la fotoactividad en complejos 

de Ru-bpy a longitudes de onda más largas de 500 nm (zona en la que poseen baja 

absorción). Esto se ha logrado a través de la coordinación de ligandos fluorescentes al 

centro de metálico haciendo posible establecer una vía eficiente de transferencia de 

energía. 
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5.2 DERIVADOS COORDINABLES: 

 

 La Figura 5.1 (a) muestra las estructuras de Rodamina-6G y su derivados 

Rhod6G-4Pic, Rhod6G-1,2DAE, y Rhod6G-1,3DAP.  Para la síntesis de estos ligandos 

se forma un enlace amida entre el grupo benzoico de la Rodamina y el grupo amina de 

4-picolilamina (4Pic), 1,2-diaminoetano (1,2DAE) o 1,3-diaminopropano (1,3DAP), 

respectivamente. Esta reacción es muy sencilla y eficiente, y se ha demostrado para 

un gran número de aminas primarias.[83] Las amidas sintetizadas, derivadas de la 

Rodamina, pueden existir en dos formas: una forma fluorescente (abierta) y una 

espirolactama (cerrada) que no posee absorción en el visible y por lo tanto no emite. El 

cambio entre estas dos formas depende del solvente y de la acidez del medio (Figura 

5.1b). En solución acuosa la espirolactama es la especie predominante a pH> 5. En 

soluciones EtOH / H2O 70:30 v / v, la especie fluorescente se puede formar fácilmente 

mediante la adición de un ácido fuerte. La conversión de la espirolactama a la forma 

abierta tarda varios minutos después de acidificar. La reversión a la forma no 

fluorescente, mediante la adición de una base, es instantánea en la escala de tiempo 

de medición del espectro UV-vis. Este comportamiento permitió medir la absorción de 

la Rodamina y la banda 1MLCT del núcleo de Ru-bpy mediante el ajuste de la acidez 

del medio, evitando así interferencias. En la Figura 5.1c se muestra la estructura 

general de los complejos estudiados: las dos bipiridinas se encuentran en posición cis, 

y el ligando fluorescente está coordinado por los nitrógenos básicos de los linkers 

(piridínico o alifáticos).  

 

 



132 
 

 

Figura 5.1. a) Estructura de los ligandos fluorescentes sintetizados correspondientes a la forma 
básica. b) Equilibrio ácido-báse de los derivados de Rodamina sintetizados. c) Estructura de los 
complejos con los ligandos fluorescentes coordinados y la fotoreacción estudiada.  
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Figura 5.2. Espectros de absorción UV-Visible (izquierda) y emisión (derecha, máximo en 550 
nm aproximadamente) de los ligandos fluorescentes en solución etanol:agua 70 % v/v 
acidificada con HCl. Arriba: Rhod-6G-4Pic. Centro: Rhod-6G-1,2DAE. Abajo: Rhod-6G-1,3DAP 
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5.3 COMPLEJOS Ru-bpy-Rhod: 

 

 El complejo cis-[Ru(bpy)2(Rhod6G-4Pic)Cl]+ y similares puede ser utilizado 

directamente como un modelo para estudiar la fotólisis del ligando no fluorescente. La 

Figura 5.3 muestra el espectro UV-vis del complejo [Ru(bpy)2(Rhod6G-4Pic)Cl]+ en 

una solución de EtOH/H2O 70:30 v/v sin agregado de ácido. La banda 1MLCT presenta 

un máximo a 495 nm con un coeficiente de absortividad molar de ε = 10400 M-1cm-1. 

Después de la adición de 20 µL de HCl (c), la banda correspondiente a la forma 

abierta, H-Rhod6G-4Pic, comienza a crecer. Después de 20 minutos en oscuridad, el 

espectro muestra el máximo de absorción característico de la Rodamina-6G a 534 nm. 

El espectro de fluorescencia de H-Rhod6G-4Pic es casi indistinguible al de Rodamina-

6G. Su rendimiento cuántico de emisión se midió utilizando Rodamina-6G como 

standard[84] (ΦF = 0,95) y resultó ser también 0.95 dentro de la incertidumbre de la 

medición (1%). La alta fluorescencia de H-Rhod6G-4Pic disminuye considerablemente 

luego de la coordinación del fluoróforo con el centro Ru-bpy (formando 

[Ru(bpy)2(HRhod6G-4Pic)Cl]2+). Su rendimiento cuántico de fluorescencia disminuye 

de Φ = 0,95 a Φ = 0,02. En la Tabla 5.1 se encuentran los valores obtenidos para las 

absortividades molares de los complejos Ru-bpy-Rhod. 

 

TABLA 5.1. Absortividades molares de los complejos Ru-bpy-Rhod en solución 
EtOH/H2O 70:30 v/v acidificada con HCl. 
 

  405 nm 445nm 532nm 

Compuesto ε (M-1cm-1) ε (M-1cm-1) ε (M-1cm-1) 

[Ru(bpy)2(Rhod6G-4Pic)Cl]+ 6250 8830 74200 

[Ru(bpy)2(Rhod6G-1,2DAE)Cl]+ 5800 8300 72800 

[Ru(bpy)2(Rhod6G-1,3DAP)Cl]+ 6200 8800 72300 
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Figura 5.3. Absortividad molar del complejo cis-[Ru(bpy)2(Rhod6G-4Pic)Cl]+ en solución 
EtOH/H2O 70:30 v/v antes y durante la acidificación con HCl (c). Luego de 20 minutos el 
ligando H-Rhod6G-4Pic se encuentra en su forma abierta, mostrando un máximo de absorción 
a 534 nm. 

 

 

5.4 QUENCHING DE FLUORESCENCIA Y FOTOLIBERACION: 

 

Cuando una solución del complejo es irradiada con luz de entre 400 y 550 nm 

la fluorescencia aumenta con el tiempo, como se puede ver en la Figura 5.4. En el 

transcurso de la fotólisis se pueden apreciar dos procesos con constantes de tiempo 

muy diferentes. La medición se realizó a intensidad de luz constante. Los resultados 

observados muestran entonces que existen dos reacciones fotoquímicas diferentes.  

El fiteo de toda la curva permite la determinación de los rendimientos cuánticos de 

ambos procesos: ΦP1 = 9 × 10-3 y ΦP2 = 1,7 × 10-5. 
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Figura 5.4. Emisión de la fluorescencia de una solución 2× 10-5 M del complejo [Ru(bpy)2(H-
Rhod6G-4Pic)Cl]2+ en EtOH/H2O 70:30 v/v acidificada con ácido p-toluensulfónico durante la 
fotólisis efectuada con luz de 532 nm. Recuadro: Primeros 120 segundos de la reacción, 
mostrando el primer fotoproceso. λexc = 532 nm, λem = 550 nm. 

 
 El espectro UV-vis de la especie formada después del primer fotoproceso 

evidenció que se debe a la liberación de cloruro para formar el complejo acuo 

([Ru(bpy)2(H-Rhod6G-4Pic)(H2O)]3+
.   En este complejo la superposición entre la 

emisión de la Rodamina y la absorción 1MLCT del Ru es levemente menor (al cloruro) 

debido al desplazamiento hacia mayores energías de esta última. Debido a esta 

diferencia en la superposición de ambos espectros es de esperar cierto aumento en la 

fluorescencia por disminución del quenching entre Ru-bpy y Rodamina (vide infra). 

 El segundo proceso, que representa el 94% del incremento de la fluorescencia, 

se corresponde con la fotoliberación de H-Rhod6G-4Pic. Esta reacción produce el 

ligando libre y [Ru(bpy)2(H2O)2]
2+. Esta segunda fotorreacción posee una eficiencia 

extremadamente baja. Por lo tanto, el enlace de coordinación entre Ru y Rhod6G-4Pic 

pueden considerarse como fotoestable en el tiempo de los experimentos realizados 

(t1/2 ~ 2,7 h bajo irradiación de 10 mW). 
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5.5 VARIACION DE FOTOACTIVIDAD Y RENDIMIENTO 
CUANTICO AL MODIFICAR EL pH Y LA LONGITUD DE ONDA 
DE IRRADIACION: 
 

 Una vez determinado que ambos fotoprocesos pueden ser separados, un 

estudio completo de la primera reacción fotoquímica se realizó en medio neutro y 

ácido. La fotólisis de las soluciones de [Ru(bpy)2(Rhod6G-4Pic)Cl]+ en EtOH / H2O 

70:30 v/v (neutra) para obtener [Ru(bpy)2(Rhod6G-4Pic)(H2O)]2+ durante la irradiación, 

a 3 longitudes de onda diferentes, se representa en la Figura 5.5.  El recuadro muestra 

un subconjunto de espectros obtenidos. El punto isosbéstico muestra que sólo un 

producto que absorbe se forma: el complejo acuo con un máximo de absorción en 476 

nm que aparece a expensas de la banda inicial, correspondiente a la del complejo 

cloro. A simple vista es posible notar que la eficiencia global de la fotólisis a 405 nm es 

la más alta y a 532 nm es la de más baja. 

 

 

 



138 
 

Irradiación / µEinsteins
0 10 20 30 40

F
ra

cc
ió

n 
F

ot
ol

iz
ad

a

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

 λ / nm
350 400 450 500 550 600

ε  
/ 1

03
 M

-1
cm

-1

0.0

0.5

1.0

Irradiación / µEinsteins
0 10 20 30 40

F
ra

cc
ió

n 
F

ot
ol

iz
ad

a

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

 λ / nm
500 550 600 650 700

E
m

is
ió

n 
/ u

.a
.

0.0

2.5

5.0

7.5

 

 
Figura 5.5. a) Fotólisis de una solución de [Ru(bpy)2(Rhod6G-4Pic)Cl]+ en etanol : agua 70% 
v/v a diferentes longitudes de onda de irradiación (405, 445, 532 nm, de izq. a der.). Recuadro: 
espectros de absorción seleccionados durante la fotólisis a 532 nm. b) Fotólisis de una solución 
de [Ru(bpy)2(H-Rhod6G-4Pic)Cl]2+ en etanol : agua 70% v/v conteniendo HTos 10 mM, a 
diferentes longitudes de onda de irradiación (532, 445, 405 nm, de izq. a der.). Recuadro: 
espectros de emisión seleccionados durante la fotólisis a 532 nm. 
 

 Como en soluciones neutras el ligando Rodamina se encuentra en su forma de 

espirolactama, la absorción en la región visible se produce únicamente a través de la 

banda de 1MLCT del complejo Ru-bpy. Los rendimientos cuánticos obtenidos para la 

fotólisis en estas condiciones varían de 2,5 × 10-2 a 3,2 × 10-2, dependiendo la longitud 

de onda utilizada para irradiar. La misma medida se realizó para soluciones del 

complejo en medio ácido. En estas condiciones, la HRhod6G-4Pic está en su forma 

abierta y su absorción alcanza una máximo alrededor de 534 nm (ε= 74000 M-1cm-1). 

Como esta alta absortividad oculta los cambios en los espectros correspondientes a la 
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banda 1MLCT de Ru-bpy, la reacción se siguió directamente a través de su 

fluorescencia. Los resultados se representan en la Figura 5.5. 

Mientras que las pendientes son inferiores a 405 y 445 nm, lo que indica una 

menor fotoactividad en comparación con los resultados en solución neutra, la curva a 

532 nm muestra un aumento dramático de la fotoactividad. A esta longitud de onda la 

absortividad molar del ligando es mucho mayor que la de la banda 1MLCT del centro 

Ru-bpy y por lo tanto la mayoría de los fotones son absorbidos por el ligando 

fluorescente. La Tabla 5.2 muestra un resumen de los valores obtenidos en las 

determinaciones. 

 El mismo comportamiento está presente en los otros miembros de la familia 

estudiada, [Ru(bpy)2(Rhod6G-1,2DAE)Cl]+ y [Ru(bpy)2(Rhod6G-1,3DAP)Cl]+. En estos 

casos, la piridina utilizada como linker se sustituyó por una cadena que tiene una 

longitud de 2 o 3 carbonos. Debido a la mayor basicidad de las aminas con respecto a 

la piridina los espectros de absorción correspondientes se desplazan hacia energías 

más bajas (20 nm aproximadamente). Este aumento de la basicidad también implica 

que el enlace Ru-N es un poco más fuerte, y su fotoestabilidad es aun mayor que el 

que posee una piridina. Un resumen se presenta en la Tabla 5.3. 
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TABLA 5.2. Fotoactividad y rendimientos cuánticos de fotoliberación de cloruro en 
medio neutro y ácido de los complejos [Ru(bpy)2(Rhod6G-4Pic)Cl]+ y 
[Ru(bpy)2(4PAA)Cl]+, a distintas longitudes de onda de irradiación. 
 
 

  405 nm 445nm 532nm 

Compuesto ϕP x 103    εϕ/     
M-1cm-1 ϕP x 103    εϕ/     

M-1cm-1 ϕP x 103    εϕ/     
M-1cm-1 

[Ru(bpy)2(Rhod6G-4Pic)Cl]+       

Medio Neutro 31.9±2.0 185 24.9±2.6 187 25.7±1.9 101 

[Ru(bpy)2(H-Rhod6G-4Pic)Cl]2+    
Medio Acido 

13.3±0.9 83 9.4±0.6 83 9.8±0.6 727 

[Ru(bpy)2(4PAA)Cl]+            
Medio Neutro 

33.7±2.0 195 32.7±4.4 246 28.4±1.4 112 

[Ru(bpy)2(4PAA)Cl]+            
Medio Acido 

37.6±4.0 217 29.6±4.5 223 32.5±4.5 128 

 
 
TABLA 5.3. Rendimientos cuánticos de fotoliberación de cloruro en medio neutro y de 
cloruro y Rodamina en medio ácido de los complejos [Ru(bpy)2(Rhod6G-1,2DAE)Cl]+ y 
[Ru(bpy)2(Rhod6G-1,3DAP)Cl]+, con irradiación de 532 nm de longitud de onda. 
 

Compuesto 
φP × 103 

Fotólisis Cl- 
(neutro) 

Fotólisis Cl- 
(ácido) 

Fotólisis Rhod 
(ácido) 

[Ru(bpy)2(Rhod6G-1,3DAP)Cl]+ 33.9 ± 4.6 20.8 ± 3.1 0.0033 ± 0.0006 

[Ru(bpy)2(Rhod6G-1,2DAE)Cl]+ 30.3 ± 3.9 15.7 ± 4.3 0.0033 ± 0.0008 

 

Por comparación de los rendimientos cuánticos obtenidos en soluciones 

neutras, donde el fotón excita directamente la banda 1MLCT que finalmente lleva al 

intercambio de ligandos, con los medidos en soluciones ácidas en donde la mayoría 

de los fotones son absorbidos a través del ligando Rodamina, se puede observar que 

la irradiación directa en la banda 1MLCT es una manera más eficiente para promover 

la fotólisis a longitudes de onda cortas (405 y 445 nm). Los rendimientos cuánticos 

obtenidos, con irradiación a longitudes de ondas cortas, en soluciones ácidas 

(transferencia de energía Rhod  a 1MLCT) son alrededor de la mitad que los obtenidos 

en solución neutra (irradiación directa 1MLCT). 

Sin embargo, en la longitud de onda más larga (532 nm) la capacidad de 

absorción de luz de la forma abierta de Rhod6G-4Pic es alrededor de 20 veces mayor 

que la de la banda de Ru, y por lo tanto, la fotoactividad (medida como el producto εφ) 
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es más de 7 veces mayor, lo que implica una gran mejora de la características del 

compuesto enjaulado como fotoliberador de moléculas con luz de longitud de onda 

larga. 

 Para poder separar los efectos intrínsecos del pH en estas comparaciones de 

la fotoactividad del efecto indirecto (Rhod ligando) y la captura directa del fotón 

(1MLCT) se obtuvieron los valores del rendimiento cuántico para el complejo análogo 

[Ru(bpy)2(4PAA)Cl]+ (4PAA = 4-picolilacetilamida). Este complejo comparte el mismo 

grupo de coordinación (picolil) pero la Rodamina fluorescente está sustituida por un 

grupo acetamida. En todos estos experimentos se ha estudiado la expulsión de cloruro 

ya que no presenta cambios de disociación con el pH, a diferencia de otro tipo de 

ligandos en los que habría que poder separar los efectos que pudieran derivarse de la 

recaptación, cambio de carga, etc. Otros ligandos habituales que pueden ser 

protonados, como aminas, piridinas, etc., podrían mostrar variación adicional del 

rendimiento cuántico con el pH). 

 Las cifras calculadas del rendimiento cuántico de fotóliberación a cada longitud 

de onda, en medio neutro y ácido en EtOH, son muy similares (φP = 3 × 10-2) y 

ligeramente mayor que los del [Ru(bpy)2(Rhod6G-4Pic)Cl]+ en solución neutra. Esto, 

junto con la fotólisis a diferente λ,  muestra definitivamente que el factor determinante 

en el aumento de la fotoactividad es la vía de transferencia de energía y no la acidez 

del medio.  

El mecanismo probable de transferencia de energía entre los ligandos 

fluorescentes en base a Rodaminas al centro Ru-bpy es posiblemente FRET inverso[85] 

como se estudió en un trabajo anterior del grupo, posteriormente corroborado por 

Bonnet et al.[41,42] Es importante notar que para que la transferencia de energía sea 

posible la clave es que exista superposición entre el espectro de emisión del ligando y 

el espectro de absorción de la banda 1MLCT Ru-bpy. 
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5.6 SIMULACION COMPUTACIONAL: 

 

 Se realizaron cálculos de densidad de estructura electrónica (DFT) con el fin de 

proporcionar una cierta comprensión de la estructura electrónica, la espectroscopía 

electrónica, y la naturaleza de los estados de energía excitados inferiores. Estos 

cálculos fueron realizados por el Dr. Leonardo Slep. 

 En la Figura 5.6 (a) se representa la optimización completa de geometría en 

vacío sin ninguna restricción de simetría de un centro de Ru (II) en un entorno 

pseudooctaédrico conteniendo 5 átomos de N y un Cl. Las longitudes de enlace Ru-N 

para el fragmento piridínico es 2,15 Å, 2,08 Å en promedio para los N de las bipiridinas 

y 2,50 Å para el enlace Ru-Cl. Los resultados obtenidos son los esperados para este 

nivel de cálculo.[86-90] 

 Se realizó también una optimización de geometría para el complejo 

[Ru(bpy)2(H-Rhod6G-4Pic)Cl]+, la misma se muestra en la Figura 5.6 (b). Los 

parámetros estructurales calculados son prácticamente idénticos a los que poseen el 

complejo con ligando piridina en lugar de la rodamina modificada. La distancia entre el 

centro metálico y el cromóforo rodamina es igual a 12,2 Å medida desde el centro 

geométrico de ambos fragmentos. 

 

 

Figura 5.6. Estructuras optimizadas por DFT de los cationes aislados de (a) [Ru(bpy)2(py)Cl]+ 
and (b) [Ru(bpy)2(H-Rhod6G-4Pic)Cl]2+. 
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Figura 5.7. Diagrama de orbitales moleculares obtenidos a partir de las geometrías optimizadas 
por DFT para (a) [Ru(bpy)2(py)Cl]+ and (b) [Ru(bpy)2(H-Rhod6G-4Pic)Cl]2+. En ambos casos las 
energías están referidas a las del nivel HOMO. 
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 Se obtuvo un diagrama de OM (DFT) del complejo Ru-bpy-Py, el cual se 

representa en la Figura 5.7 (a). La baja simetría del entorno del ligando rompe la 

degeneración de los orbitales d, produciendo 3 orbitales dp de diferente energía. El 

HOMO y HOMO-1 son mayormente los orbitales del metal dxz y dyz levemente 

desestabilizados respecto del orbital dxy (0,39 y 0,24 eV respectivamente) debido a la 

capacidad π donor del Cl. El LUMO y LUMO+1 se encuentran 2,86 y 3,06 eV por 

encima del HOMO y se encuentran localizados en los distintos fragmentos bipiridina. 

El orbital π* de menor energía de la piridina menos aceptora se encuentra en el 

LUMO+3. A 5,3 y 5,8 eV por encima del HOMO se encuentran los orbitales z2 

(LUMO+9) y dx2-y2 (LUMO+11) respectivamente. 

 Por otro lado se obtuvo el diagrama de OM del complejo que posee el 

cromóforo coordinado a través de su fragmento piridínico. En este caso el ligando 

rodamina modificado introduce varios OM propios, pero sin agregar ninguna 

perturbación apreciable del  patrón de OM del fragmento metálico. El linker utilizado, 

para lograr la coordinación del cromóforo al metal, no permite ninguna comunicación 

electrónica entre ambos fragmentos, ya que posee un –CH2- alifático que separa las 

estructuras principales. Por lo tanto se pueden descomponer los OM en “centrados en 

Rhod” y “metálicos”. Los cálculos sugieren que el patrón de absorción en el complejo 

Ru-bpy-Rhod permanece prácticamente idéntico al del Ru-bpy-Py y solamente se 

observa un pequeño corrimiento debido al sustituyente en el ligando piridina. 

 

5.7 COMPARACION DATOS EXPERIMENTALES Y TEORICOS: 

  

La Figura 5.8 muestra el espectro calculado por DFT superpuesto al obtenido 

experimentalmente. La congruencia es excelente, lo que sugiere que el sistema de 

estados obtenidos por el método de DFT es una representación fiel del sistema bajo 

estudio. Los resultados obtenidos muestran que la absorción en la región visible se 
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debe a las transiciones MLCT que involucran orbitales dπ y bpy*. También se observa, 

en la región de bajas energías, transiciones que involucran un bajo solapamiento entre 

orbitales del metal y ligando. 

 La superposición entre el espectro de emisión del ligando fluorescente con el 

espectro de absorción del complejo muestra que las transiciones a energías bajas 

pueden estar involucradas en la transferencia de energía desde la rodamina. 
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Figura 5.8. a) Transiciones calculadas correspondientes al modelo del complejo  
[Ru(bpy)2(Py)Cl]+ en un medio con constante dieléctrica igual a la de una solución etanol : agua 
70% v/v. b) Espectro de absorción experimental del complejo [Ru(bpy)2(Rhod6G-4Pic)Cl]+ en 
una solución etanol : agua 70% v/v. c) Espectro de fluorescencia del ligando Rhod6G-4Pic 
coordinado en una solución etanol : agua 70% v/v con HTos 10mM. 
 

 Se calculó la eficiencia de transferencia de energía mediante la Ec. 1.1. De la 

estructura obtenida por cálculos de DFT se obtuvo una distancia entre donor y aceptor 

de 12 Å. El valor de κ2 no puede ser determinado dado que la rodamina unida al linker 

puede rotar, por lo que se utilizó el valor de 2/3 (libre movimiento). Si bien la 

superposición entre la emisión del donor y la emisión del donor es baja (J = 6,7 x 1013 

M-1 cm-1 nm4, con un Ro aproximadamente de 3 nm) la eficiencia de transferencia de 

energía es aproximadamente 0,99 debido a que la distancia entre el donor y el aceptor 

(1,2 nm) es mucho menor que Ro. 
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5.8 CONCLUSIONES SONDAS FLUORESCENTES: 

 

 En este capítulo se mostró un estudio de las propiedades fotoquímicas de 

complejos de la forma [Ru(bpy)2(F)Cl]n+, con F un fluoróforo coordinado (en este caso, 

derivados de Rodamina-6G). 

 En esta clase de compuestos, la absorción de luz por medio del fluoróforo 

produce la fotoliberación del ligando auxiliar, los cálculos obtenidos por simulación 

computacional del sistema muestran que no hay interacción entre el patrón de OM del 

ligando fluorescente y el centro metálico. Esto sugiere que la transferencia de energía 

no está dada mediante un mecanismo de Dexter, sino debido a la proximidad del 

ligando fluorescente (donor) y el centro "Ru(bpy)2" (aceptor) de tipo Forster invertido. 

 Si bien la banda de emisión del donor y la de absorción del aceptor no 

presentan un alto grado de solapamiento, la corta distancia entre donor y aceptor 

genera una eficiencia de transferencia de energía cercana a la unidad. 

 El cambio de los "linkers" utilizados para lograr la coordinación del fluoróforo al 

centro metálico no modifica en forma apreciable esta transferencia de energía, ésto es 

debido a la pequeña variación entre las distancias donor-aceptor. 

 Por otro lado, el mayor carácter donor de las aminas alifáticas con respecto a 

las piridinas produce una disminución del rendimiento cuántico de fotoliberación (3,3 × 

10-6 vs 1,7 × 10-5). 

 Las tendencias observadas muestran que un diseño racional de actuadores del 

tipo Ru-bpy-fluoróforo es posible y que la fotoactividad se puede aumentar mediante la 

elección de una combinación correcta de ligandos. 
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Capítulo 6. 

FLUOROFOROS DE EXCITACION BIFOTONICA: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



148 
 

6.1 INTRODUCCION: 

 

 En este capítulo se describe un método basado en una molécula fluorescente 

enjaulada. Este compuesto está formado por un fluoróforo orgánico (DCHQ) 

coordinado a un complejo Ru-bpy que actúa como un quencher de la fluorescencia del 

ligando. De esta forma son necesarios dos fotones independientes para lograr que la 

sonda emita. El primer fotón debe ser capaz de liberar el DCHQ, y el segundo de 

excitarlo. Como se mencionó anteriormente, en este régimen de dos fotones, la 

emisión no es proporcional a la intensidad de excitación, sino a su segunda potencia. 

Esta dependencia es similar a la de la excitación bifotónica tradicional basada en 

láseres de pulsos ultracortos de alta potencia. La relación cuadrática excitación-

emisión implica una mayor precisión espacial en el eje z cuando se utiliza la sonda en 

una técnica de microscopía. La relativamente baja la velocidad de esta reacción 

química  permite el uso de láseres de baja potencia, por lo tanto de bajo costo, a 

diferencia que en la técnica de microscopía de dos fotones convencional. 

 

6.2 ESPECTROSCOPIA UV-Visible: 

 

 La molécula de DCHQ presenta dos protones ácidos. En solución acuosa los 

diferentes estados de protonación en la molécula generan cambios en los espectros 

de absorción y emisión a distintos valores de pH.[91] Los mismos se muestran en la 

Figura 6.1 en soluciones acuosas a pH 3, 7, y 11. Al aumentar el pH existe un 

corrimiento de los espectros de absorción y emisión hacia energías menores. La 

absorción del fluoróforo a 405 nm es apreciable en medio basico y prácticamente nula 

en medio ácido. 
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 En la Figura 6.2 se pueden observar los espectros de absorción del complejo 

[Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]n+ a los mismos valores de pHs que la figura anterior (pH 3, 

7 y 11). En el caso del complejo al igual que con el ligando DCHQ se observa, al 

aumentar el pH, un aumento de la banda de absorción que se encuentra a longitudes 

de onda mayores a 400 nm, y una disminución en la banda que se observa a 380 nm. 

La banda a 290 nm es característica de los complejos Ru-bpy (transición LC). 
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Figura 6.1. Espectro de absorción y emisión de una solución acuosa de DCHQ a diferentes 
valores de pH. Arriba: Acidificada con HCl, pH = 3, λexc = 360 nm. Centro: Buffer 
NaH2PO4/Na2HPO4, pH = 7, λexc = 405 nm. Abajo: Basificada con NaOH, pH = 11, λexc = 405 
nm. 
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Figura 6.2. Espectro de absorción del complejo [Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)]Cl2 a diferentes pH 
en solución acuosa a pH = 3 (a), pH = 7 (b) y pH = 11 (c). La estructura del complejo 
corresponde a un valor de pH = 3. 
 

 

6.3 FOTOLIBERACION A DISTINTOS VALORES DE pH Y 
AUMENTO DE FLUORESCENCIA: 
 

 

En la Figura 6.3 se muestran los espectros de 1H-RMN obtenidos durante la 

irradiación dentro de un tubo de RMN, utilizando LEDs verdes (525 nm) de alta 

potencia, de una solución de [Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl2 en D2O. Se puede 

observar que los únicos productos obtenidos de la reacción fotoquímica son el ligando 

DCHQ (singlete a 7,22 ppm) y el complejo [Ru(bpy)2(CH3NH2)(H2O)]2+. 



151 
 

 

 
Figura 6.3. Señales aromáticas del espectro 1H-RMN del complejo 
[Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)]Cl2 en D2O basificado con NaOD, durante la fotólisis dentro de un 
tubo de RMN utilizando un arreglo de LEDs de 525 nm. El singlete a 7.22 ppm luego de la 
irradiación corresponde a la fotoliberación del ligando DCHQ. 
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 La Figura 6.4 muestra el proceso de fotólisis utilizando un diodo láser 405 nm a 

pH 3, pH 7 (parte superior), y pH 11 (parte inferior).  La medida a pH=11 fue hecha en 

base a la medición de fluorescencia, mientras que las otras se siguieron mediante 

espectroscopía de absorción. 
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Figura 6.4. Fotólisis de una solución acuosa del complejo [Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)]Cl2 
durante la irradiación con un láser de estado sólido de 405 nm a distintos valores de pH. (a) pH 
= 7 ([Ru] = 58 µM, IL = 4.17 mW), (b) pH = 3 ([Ru] = 45 µM, IL = 4.55 mW) y (c) pH = 11 ([Ru] = 
9.1 µM, IL = 127 mW). 
  

 

Se puede observar que el rendimiento cuántico de fotoliberación del flouróforo 

disminuye apreciablemente con el aumento de pH (~1000 veces inferior a un pH de 11 
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que a pH ácido o neutro, véase Tabla 6.1). Este comportamiento puede ser atribuido a  

la carga negativa del DCHQ a pHs elevados, la cual impide la liberación del ligando 

por su alta atracción electrostática con el centro de Ru. 

 Para probar esta hipótesis se realizó la fotólisis del complejo análogo 

[Ru(bpy)2(CH3NH2)(VACN)]2+ y se determinó su rendimiento cuántico de fotoliberación 

a distintos valores de pH. En la Figura 6.5 se muestra la estructura del ligando VACN. 

La energía de la banda MLCT en los complejos Ru-bpy depende principalmente de la 

capacidad donora del grupo coordinado en lugar del resto de la estructura. Esto hace 

del VACN una buena elección como ligando análogo, además de que la solubilidad del 

VACN en agua es similar a la del DCHQ. Para el Benzonitrilo y Acetonitrilo se 

obtuvieron resultados similares. La coordinación del VACN (al igual que el DCHQ) está 

dada mediante un grupo nitrilo, pero no existe desprotonación del ligando y por lo tanto 

al cambiar el pH el ligando permanece neutro. 

 

 

Figura 6.5. Estructura del ligando VACN 

 

 El resultado obtenido fue un alto rendimiento cuántico de fotólisis a cualquier 

pH, lo cual confirma la hipótesis. 

 En este complejo análogo la absorción del ligando no se superpone con la 

banda 1MLCT del complejo Ru-bpy, por lo tanto todos los fotones son absorbidos a 

través de esta banda. En este caso los rendimientos cuánticos de fotoliberación son 

algo mayores que en el caso del complejo conteniendo DCHQ, en el que parte de la 

absorción sólo llega a los estados disociativos luego de una transferencia de energía. 

Resultados similares se mostraron en el Capítulo 5 en el caso de ligandos Rodaminas. 

Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 6.1. 
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Tabla 6.1. Rendimientos cuánticos de fotoliberación del ligando nitrilo a 405 nm para el 
complejo [Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]n+ y su análogo [Ru(bpy)2(CH3NH2)(VACN)]2+ 
 

Compuesto pH = 3 pH = 7 pH = 12 

[Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]n+ 0,114 ± 0,018 0,133 ± 0,022 (2.2 ± 0.2) × 10−4 

[Ru(bpy)2(CH3NH2)(VACN)]2+ 0,248 ± 0,007 0,248 ± 0,005 0,251 ± 0,008 

 

 A pH> 7, la fotólisis del complejo se midió a través del uso de espectroscopía 

de fluorescencia. En Figura 6.6 se pueden observar algunos de los espectros de 

emisión seleccionados durante la fotólisis a pH 11. La fluorescencia aumenta 

aproximadamente 200 veces al producirse la fotólisis, debido al aumento de la 

concentración de DCHQ libre. La emisión inicial, de muy baja intensidad, puede 

deberse a una muy baja fluorescencia intrínseca del complejo, a ligando libre o a una 

impureza fluorescente. Si se tratara de cualquiera de los últimos dos implicaría que el 

cambio en la fluorescencia entre el complejo y el DCHQ libre sería aun mayor que 200 

veces. 
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Figura 6.6. Espectro de emisión de una solución acuosa 9.1 µM del complejo 
[Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)]Cl2 durante la irradiación mediante un láser de estado sólido de 405 
nm colocado de forma perpendicular al detector. Tiempo total de irradiación = 6500 segundos. 
Intensidad del láser = 127 mW. 
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6.4 TIEMPO DE VIDA DEL LIGANDO Y COMPLEJO: 

 

 Se realizaron determinaciones del tiempo de vida de fluorescencia de 

soluciones acuosas básicas de DCHQ. Se obtuvo un valor de τ = 5,2 ns. Se midió 

también una solución del complejo [Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl2 se observó sólo la 

fluorescencia debida al ligando DCHQ fotoliberado pero no del complejo coordinado. 

Dado que la emisión del complejo es aproximadamente 200 veces menor que la del 

fluoróforo libre, se espera que tenga una vida menor a 26 ps (valor por debajo del 

tiempo límite del sistema de medición utilizado). Esto es consistente con una 

desactivación de la emisión del fluoróforo casi completa (φFRET > 0.995). 
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Figura 6.7. Emisión resuelta en el tiempo de una solución acuosa a pH = 11 del complejo 
[Ru(bpy)2(MeNH2)(DCHQ)]. λEXC: 445 nm. T = 298 K. Concentración = 0.3 mM. 
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6.5 MECANISMO DE QUENCHING DE FLUORESCENCIA: 

 

Dada la conjugación de los nitrilos con el anillo aromático es posible que se 

establezca conductividad electrónica entre el ligando y el centro metálico, y podría 

presentarse un alto grado de superposición de funciones de onda electrónicas. Esto 

implica que el fenómeno de transferencia de energía podría llevarse a cabo mediante 

el mecanismo de Dexter, aunque dada la corta distancia entre el centro metálico y el 

ligando también podría darse mediante un mecanismo de Forster. 

 Por otra parte, la banda de absorción del DCHQ después de su coordinación al 

centro metálico permanece casi inalterada. Esto indica que el mecanismo de 

quenching por transferencia de energía desde estado excitado del ligando fluorescente 

a la banda MLCT del Rutenio no implica gran perturbación en los orbitales moleculares 

involucrados en las transiciones, compatible con un mecanismo de Forster. 

 En la Figura 6.8 se muestra el espectro de absorción del complejo 

[Ru(bpy)2(CH3NH2)(VACN)]2+, con su banda MLCT a 452 nm.  A diferencia del 

complejo DCHQ, no está oculta por la banda de absorción del fluoróforo. El área 

sombreada muestra el solapamiento entre la emisión del fluoróforo y la absorción del 

complejo VACN. Esta superposición permite una alta eficiencia en la transferencia de 

energía, responsable del quenching de la emisión en el complejo 

[Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]n+. La integral de esta superposición calculada fue de J (λ) 

= 2,9 × 1014 M-1cm-1nm4, correspondiente a una distancia característica de Forster R0 = 

3,5 nm.  Dado que la distancia entre el ligando y el centro metálico es mucho menor se 

espera una eficiencia de transferencia de energía casi unitaria, lo cual coincide con los 

resultados obtenidos experimentalmente. 
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Figura 6.8. Espectro de absorción de una solución acuosa a pH = 11 del complejo 
[Ru(bpy)2(CH3NH2)(VACN)]2+ a una concentración 125 µM (izquierda) y espectro de emisión 
normalizado de una solución acuosa a pH = 11 de DCHQ bajo irradiación a 405 nm (derecha). 
 
 

6.6 RESPUESTA CUADRATICA DE LA FLUORESCENCIA: 

 

Con el fin de comprobar la respuesta cuadrática esperada entre la intensidad 

de luz y la emisión, se procedió a irradiar, con un diodo láser de 405nm a distintas 

intensidades, una solución de [Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]2+ que circula por un capilar 

(para garantizar flujo constante de material nuevo), y medir simultáneamente la luz 

emitida por ésta. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.9.  El gráfico 

log-log en el recuadro de la Figura 6.9 muestra una pendiente de 1.99, en 

concordancia con un mecanismo de dos fotones. 
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Figura 6.9. Intensidad de emisión vs intensidad de excitación en una celda de flujo. La 
intensidad de fluorescencia producida por una solución acuosa 100 µM de 
[Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl2 que recorre una celda de flujo impulsada por gravedad, al ser 
irradiada con un diodo láser de 405 nm con intensidad variable, es medida usando un 
espectrofotómetro. 
 

 La concentración local de fluoróforo libre depende de la intensidad de 

excitación de luz. La intensidad de emisión depende tanto de la intensidad de 

excitación de luz como de la concentración de fluoróforo libre. Se obtiene que,  para 

absorbancias bajas y baja potencia de irradiación, la intensidad de fluorescencia 

aumenta como la segunda potencia de la intensidad de excitación (Ecuación 6.1). Esto 

se cumple al mantener la concentración del complejo mucho mayor que la 

concentración del fluoróforo libre. 

  

[ ] 2
EXCFOTEXCEXCEXCEMISION IIIFII ∝⋅⋅=⋅∝⋅ ϕ    (6.1) 
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 En la Figura 6.10 se muestran los resultados obtenidos al irradiar el complejo 

con un haz bicónico de luz de 405 nm de longitud de onda emitida por un diodo láser. 

Esta prueba preeliminar sirve para evaluar el complejo como sonda para utilizar en 

técnicas de microscopía de dos fotones. Se irradió una solución del ligando libre 

(DCHQ) y el complejo [Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]2+, ambos a pH 11.  

 El ligando libre se comporta de forma usual, produciendo un doble cono de 

emisión. En cambio al irradiar la solución con el complejo la zona de emisión aparece 

solamente en la zona focal.  Esta característica es clave en microscopías 

multifotónicas y permite realizar lo que se llama "seccionamiento", es decir, que sólo 

una zona cercana al plano focal sea la emisiva, eliminando las interferencias de 

material fluorescente que se encuentra por encima o por debajo de este plano.  El 

seccionamiento es crucial para elaborar imágenes 3D o tomografías.  
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Figura 6.10. Arriba: Láser estado sólido de 405 nm enfocado através de un objetivo 20X en una 
cubeta conteniendo una solución de DCHQ a pH = 11. Abajo: Mismo láser enfocado en una 
solución de  [Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl2 a pH = 11. 
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6.7 SIMULACION COMPUTACIONAL DEL METODO: 

 

 Con el fin de obtener una visión más acabada de las condiciones en las que 

esta técnica sería factible para sus usos en microscopías, fueron realizadas 

simulaciones del comportamiento del sistema mediante la resolución de las 

ecuaciones diferenciales que intervienen en un modelo “fotólisis-difusión”. Para un haz 

gaussiano incidente normal al objetivo (eje z) en un medio infinito lateral que contiene 

una baja concentración del complejo, se tiene que: 

 

  

  (6.2) 

 

Esta ecuación diferencial puede resolverse en forma numérica en un sistema 

de coordenadas cilíndricas. En la Figura 6.11 se puede ver que a partir de la condición 

inicial, la concentración de fluoróforo es c = 0 en todo el espacio, pero una vez que la 

irradiación tiene lugar a partir de t = 0 el fluoróforo activo (DCHQ) comienza a 

acumularse. Durante la primer parte de la fotólisis, el sistema se comporta como un 

proceso de dos fotones y se va tornando gradualmente a un proceso lineal respecto a 

la intensidad de luz con el transcurso del tiempo. Esto es debido a la acumulación de 

fluoróforo libre en las cercanías del foco.  Para los parámetros utilizados en esta 

simulación, la concentración de DCHQ libre tiene un comportamiento mayoritariamente 

lineal hasta t = 2 µs,  luego la tendencia a una pseudo-exponencial se torna 

importante. A un valor de t = 10 µs, la concentración de DCHQ libre en el punto focal 

alcanzó ~70% de la concentración del complejo en el seno de la solución (Cbulk = 2 

mM). 



162 
 

Tiempo / µs

0 2 4 6 8 10 12

[D
C

H
Q

] e
n 

el
 fo

co
 / 

M

0.0

0.5

1.0

1.5

 

Figura 6.11. Concentración de DCHQ libre, calculada, en el punto focal en función del tiempo 
en el cual se produce la irradiación focalizada del complejo [Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl2 en 
una solución acuosa a pH = 11. 
 

 Una comparación tridimensional (coordenadas cilíndricas) entre el perfil de luz 

de excitación (Figura 6.12. Arriba), la concentración de DCHQ libre (Figura 6.12. 

Centro) y la emisión efectiva (Figura 6.12. Abajo), después de 10 µs de irradiación 

continua se muestra en la Figura 6.12. Se puede observar una emisión mayormente 

localizada en el punto focal debido a la alta densidad de luz en esa zona del eje z, y 

una localización del fluoróforo activo, como es de esperar en una técnica de 

microscopía con excitación de dos fotones convencional. Este comportamiento es 

cercano al ideal al comenzar la fotólisis, alejándose al acumularse DCHQ libre.  Con 

los parámetros utilizados, transcurridos 2 µs de irradiación, el producto de la fotólisis 

es ~26% de la concentración total. Bajo estas condiciones, el sistema se comporta 

casi exactamente como un método de dos fotones convencional. 
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Figura 6.12.  Arriba: Intensidad de luz excitación focalizada a través de un objetivo de NA = 1 
en coordenadas cilíndricas 3D. Centro: Concentración de DCHQ libre debido a la fotoliberación 
del complejo [Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl2 a pH = 11 y a su difusión. Abajo: Emisión del 
sistema, dependiente de la intensidad de excitación y la concentración de DCHQ libre. 
 

 La Figura 6.13 muestra el perfil de la intesidad de luz, el perfil de concentración 

DCHQ, y la posterior emisión en el eje z en las proximidades del punto focal. La 

comparación gráfica superior de la emisión global en comparación con la intensidad de 

excitación relativa muestra el enfoque mucho más pronunciado en el eje z. La trama 

semilogarítmica es aun más informativa para mostrar la mayor pendiente en la 

emisión, como se muestra experimentalmente en la Figura 6.10 (abajo). 
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Figura 6.13. Concentración de DCHQ libre (llena), intensidad de excitación (trazo) y emisión 
(puntos), en función de la distancia al foco. Escala lineal (Arriba). Escala logarítmica (Abajo). 
Unidades relativas, respecto a la mayor intensidad. 
 

 

6.8 RESPUESTA NO LINEAL EN MICROSCOPIA: 

 

 Con el fin de evaluar el comportamiento del compuesto en una técnica de 

microscopía se procedió a realizar un barrido lineal con un haz de luz de 405 nm de 

intensidad creciente. En la Figura 6.14 se compara una imagen utilizando una solución 

del complejo (izquierda) y una del ligando DCHQ (derecha). 
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 En ambas imágenes se determinó la intensidad de luz emitida en función de la 

posición. Las curvas obtenidas y normalizadas se muestran en la Figura 6.15. Las 

líneas superiores muestran la emisión fluorescente en función de la potencia de 

excitación, la cual aumenta linealmente de izquierda a derecha. Las líneas inferiores 

son una referencia de potencia constante de excitación que se utiliza para 

independizarse de alinealidades en el campo óptico. 

Como se puede observar claramente la solución que contiene el ligando DCHQ 

libre (derecha) presenta una intensidad de emisión que posee un comportamiento 

lineal respecto a la intensidad de excitación. Pero esto no ocurre en la solución que 

contiene el complejo (izquierda) donde la relación entre la intensidad de emisión y la 

de excitación es cuadrática, como en una técnica de microscopía de dos fotones 

convencional.  Es notable también la mayor dispersión de luz lateral en las imágenes 

de ligando libre. Esto sucede debido a la colección de luz de planos desenfocados, lo 

cual es minimizado en las imágenes hechas con el complejo. 

 

 

 

Figura 6.14. Imágenes obtenidas al realizar un barrido de intensidad lineal creciente (línea 
superior) con un láser de estado sólido de una longitud de onda de 405nm en una solución del 
complejo [Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl2 (izquierda) y del ligando DCHQ. Se muestra el barrido 
constante que se realizó para calibrar. (línea inferior). 
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Figura 6.15. Intensidad de emisión determinada en la solución del complejo 
[Ru(bpy)2(CH3NH2)(DCHQ)]Cl2 (llena) y del ligando DCHQ (puntos), normalizadas. 
 

 

6.9 CONCLUSIONES FLUORESCENCIA BIFOTONICA: 

 

 Se ha obtenido un nuevo compuesto capaz de enjaular un fluoróforo, el cual 

aumenta su fluorescencia por más de 200 veces al ser irradiado con luz de la misma 

longitud de onda de excitación que el fluoróforo. Por medio de este mecanismo, la 

intensidad de emisión escala como el cuadrado de la intensidad de excitación, 

convirtiéndose en un compuesto apto para técnicas de microscopía de 

seccionamiento. Al igual que las sondas tradicionales utilizadas en microscopía de 

excitación de dos fotones convencional, esta nueva técnica mostrada en este trabajo 

posibilita enfocar con precisión en el eje z obteniendo seccionamiento. Por otra parte, 

la potencia instantánea requerida puede ser de 100 a 10000 veces menor que en la 

técnica de excitación de dos fotones convencional, permitiendo el uso de láseres de 

bajo costo que operan en el orden de 1 mW, pudiendo así sustituir a los láseres 

pulsados de alta potencia.  
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Aunque este sistema puede considerarse como una prueba inicial para la 

implementación en el uso de técnicas de microscopía, el diseño actual tiene dos 

inconvenientes importantes. Una sonda ideal debe tener una emisión nula antes de la 

fotoliberación. Y por otro lado, una vez liberado el fluoróforo, éste se comporta como 

una sonda fluorescente común, lo que obliga a la renovación permanente de la sonda. 

Futuras mejoras implicarían una modificación química que garantice que una vez 

ocurrida la fotólisis del complejo el mismo puede re-coordinar el ligando liberado de 

modo de evitar la aparición y acumulación de complejo fluorescente libre. 
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Capítulo 7. 

EXCITACION MULTIFOTONICA INDIRECTA: 
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7.1 INTRODUCCION: 
 
 
 Como se ha demostrado los complejos Ru-bpy que poseen ligandos 

coordinados mediante grupos aminos son excelentes actuadores moleculares que 

pueden ser empleados para aumentar el pH en el rango 3-10 (aminas) y 5-10 

(aminoácidos). 

 Por otro lado, así como el complejo utilizado como actuador en el Capítulo 3 

modifica el espectro de absorción de un indicador de pH en la zona irradiada, esta 

clase de compuestos, que fotoliberan un ligando básico, pueden ser utilizados para 

modificar la absorción de un fluoróforo para que, luego de ese proceso, emita luz al ser 

irradiado. 

 Debido a que son necesarios al menos un fotón para liberar la base (y 

aumentar el pH) y otro para excitar el fluoróforo que por último emite, se obtiene así 

una dependencia no lineal entre la luz de emisión y la de excitación. Esto hace de este 

mecanismo una posible aplicación en técnicas de microscopía. 

 Este proceso, a diferencia de utilizar la fotoliberación del ligando fluorescente  

(como en el caso del Ru-DCHQ), permite la ventaja de poder inmobilizar el fluoróforo 

en la superficie del espécimen que se desea analizar. De esta forma se evita la 

acumulación de fluoróforo libre en el resto de la solución utilizada, siempre y cuando 

sea posible "limpiar" el aumento localizado del pH. 
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7.2 FLUOROFORO DEPENDIENTE DEL pH: 
 
 
La molécula de Pyr (Pyr = piranina, ácido 8-hidroxipireno-1,3,6-trisulfónico) está 

constituida por un pireno con tres sustituyentes sulfonato (-SO3
2-) y un oxhidrilo (-OH). 

Su estructura se representa en la Figura 7.1. Los grupos se encuentran desprotonados 

en las condiciones comúnmente empleadas. El grupo oxhidrilo posee un pKa igual a 

7.22.[92] 

 

 

Figura 7.1. Estructura de la molécula Piranina. 

 

 

Si bien el espectro de absorción de este compuesto es dependiente del pH, 

debido a la desprotonación del OH (especie ácida λmax = 403 nm, especie básica λmax 

= 451 nm, Figura 7.2), el espectro de emisión no presenta dependencia respecto a 

dicha variable. El valor de λmax para la emisión es igual a 511 nm. Esta característica 

se debe a que el estado excitado de la especie ácida es extremadamente ácido y la 

liberación del protón es efectuada previo al decaimiento radiativo produciendo emisión 

desde el mismo estado deprotonado (Pyr*-) para ambas especies. En medio ácido, 

luego de decaer desde el estado excitado Pyr*- hacia el Pyr - fundamental, se produce 

la protonación para volver a tener PyrH en estado fundamental. La eficiencia cuántica 

de fluorescencia es igual a 0,99.[93,94] 
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A continuación, en la Figura 7.2, se muestran los espectros de absorción de la 

especie ácida y básica del Pyr y el espectro de emisión con irradiación de 445 nm. 

Este último, como se mencionaba, es igual para ambas especies. 
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Figura 7.2. Espectros de absorción de la especie ácida (continua) y básica (puntos) y espectro 
de emisión del fluoróforo, a λIRRAD = 445nm (discontinua). 
 

 

Para obtener una dependencia de la emisión con el pH se necesita que 

solamente la especie básica emita. Para lograrlo se debe utilizar como luz de 

excitación una longitud de onda donde la especie ácida no absorba. En el caso del 

Pyr, una longitud de onda de 440 nm o superior permite obtener el resultado deseado. 

Un láser de diodo de 445 nm es una elección adecuada. Pero dada la necesidad de 

inmovilizar el fluoróforo en el espécimen que se desea estudiar, el espectro de 

absorción puede modificarse debido al cambio en la estructura del fluoróforo al ser 

inmovilizado. Este proceso de inmovilización no debe alterar la dependencia del 

espectro de absorción en función del pH.  

Como se mencionó anteriormente la molécula de Pyr posee tres grupos 

sulfonatos, los cuales no se ven afectados por el cambio de pH necesario para 

“encender” el fluoróforo. Por lo tanto estos grupos pueden ser utilizados para lograr la 
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unión covalente al espécimen. Una gran variedad de sistemas biológicos poseen en su 

superficie grupos aminos libres, por lo que la formación de una sulfonamida es una 

excelente alternativa para inmovilizar al Pyr a la superficie del espécimen. Esta 

modificación en la estructura química de la molécula fluorescente genera un 

corrimiento del espectro de absorción de la especie ácida hacia energías mayores. 

Este corrimiento obliga a utilizar longitudes de onda de irradiación algo mayores para 

evitar que la especie ácida emita. Para el caso de las sulfonamidas obtenidas, 

mediante la reacción de aminas primarias con Pyr, irradiadas con una longitud de onda 

de 473 nm (laser Nd-YAG DPSS doblado)  la relación entre la emisión de la especie 

básica y ácida es más de 300 veces mayor. Este valor es adecuado para obtener una 

señal de background baja. En la Figura 7.3 se muestran tanto los espectros de 

absorción de la especie ácida y básica del compuesto modelo Pyr-SO-NHCH3 como 

también los espectros de emisión de ambas especies utilizando una luz de excitación 

de 473 nm. Se puede observar la absorción de la especie ácida a 473 nm es casi nula, 

pero a 445 nm no (λexc utilizada en el Pyr).  
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Figura 7.3. Espectros de absorción de la especie ácida (continua) y básica (punteada) y 
emisión (discontinua) del fluoróforo modificado. 
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7.3 DEPENDECIA NO LINEAL DE LUZ DE EMISIÓN VS 
EXCITACIÓN: 

 
 
Ya se ha demostrado anteriormente en este trabajo que es posible diseñar y 

sintetizar complejos capaces de modificar el pH localmente, aumentándolo unas 6 

unidades de pH mediante la irradiación con luz con energías en el rango del espectro 

visible. Esta clase de actuadores se utilizaron para lograr un aumento de pH localizado 

en un sistema de flujo, en el que continuamente se renueva la solución conteniendo el 

actuador.  

Se procedió de la misma forma que para demostrar la dependencia no lineal 

entre la luz de excitación y la luz de emisión en el Capítulo anterior (Ru-DCHQ, 

sección 6.6, descripción del método en sección 2.15). Para realizar la medición se 

utilizó una solución acuosa con una concentración de Pyr igual a 40 µM y del actuador 

de pH ([Ru(bpy)2(PMe3)(GABA)]2+, GABA = ácido γ-aminobutírico) igual a 200 µM. Los 

resultados experimentales se compararon con el modelo que describe la fotoquímica y 

los  equilibrios ácido-base involucrados (descriptos a continuación). 

 

7.4 MECANISMO DE FLUORESCENCIA NO LINEAL: 
 
 
 
El mecanismo propuesto para explicar el comportamiento no lineal entre la 

intensidad de emisión y excitación es el siguiente: 

 

1) La irradiación del complejo de Ru (actuador de pH) genera la fotoliberación de 

la base. 

[Ru-RNH2]
 2+ + H2O 

       hν 
[Ru-H2O] 2+ + RNH2 

                         (R)                                (P) 

 

          (7.1) ( ) FOT
TOT

RAbs
IRRAD

P

Abs

Abs
I

dt

dn
TOT ϕ⋅⋅−⋅= −101
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2) Dicha base modifica el pH (aumentándolo) en la zona irradiada, lo cual genera 

la desprotonación del HPyr, permitiendo que otro fotón excite la molécula y 

provoque la emisión fluorescente. 

Los constantes que describen los equilibrios químicos presentes en el 

mecanismo propuesto son los siguientes: 

][

][][

HPyr

HPyr
KaPyr

+− ⋅=     (7.2)  

][][ +− ⋅= HOHKw     (7.3) 

][

][][

3

2
2 +

+⋅
=

RNH

HRNH
KaRNH     (7.4) 

 

 Realizando el balance de masas de todas las especies involucradas en dicho 

mecanismo: 

CaCl =− ][      (7.5) 

][][][ HPyrPyrPyr TOT += −     (7.6) 

][][][ 2
2

2
2

++ −+−= RNHRuOHRuRu TOT    (7.7) 

    ][][][ 32
2

2
++ +=− RNHRNHOHRu    (7.8) 

  

Y por otro lado, el balance de cargas: 

 

][][2][2][][][][ 3
2

2
2

2
++++−−− +−+−+=++ RNHRNHRuOHRuHOHPyrCl  (7.9) 

 

 Se obtiene así un sistema de 9 ecuaciones independientes y 9 incógnitas. La 

resolución numérica de dicho sistema de ecuaciones se realizó para obtener la curva 

teórica representada en la Figura 7.4 (curva llena) la cual se compara con los puntos 

experimentales. 
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 La intensidad de emisión es proporcional a la concentración de la especie 

básica del fluoróforo y a la intensidad de excitación. Pero esta concentración depende 

no linealmente del pH. Por lo tanto, la intensidad de emisión tiene también una 

dependencia no lineal respecto a la intensidad de exitación. Esto se ve en la Ec. 7.10.,  

(donde r es un número real igual o mayor a 1). 

 

r
ExcitaciónExcitaciónEmisión IPyrII ∝∝ − ][    (7.10) 
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Figura 7.4. Dependencia entre la intensidad de emisión respecto de la intensidad de irradiación 
obtenida experimentalmente (puntos) y la calculada mediante el modelo propuesto (línea). 

 

Se puede observar que existe una dependencia no lineal entre las intensidades 

de emisión y excitación. En la Figura 7.5 se muestran gráficos log-log de los resultados 

ejemplificados en la Figura 7.4. 
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Figura 7.5. Gráfico log-log de: curva obtenida experimentalmente (puntos) y curva teórica 
(línea) representadas en la Figura 7.4. 
 

 

Dado que la dependencia de [Pyr -] en función del pH no es lineal, el valor de r, 

en la ecuación Iemi = Iexc
r, no es el mismo en todo el rango de cambio de pH. Esto 

evidencia notoriamente dos partes de la curva obtenida (tanto en el caso experimental 

como en el teórico) en los que existen dos pendientes diferentes. Como es de esperar, 

a causa de la "saturación" del proceso fotoquímico, a bajas intensidades de excitación 

la pendiente observada es mayor que a intensidades altas (Figura 7.6, arriba: teórica, 

abajo: experimental). 
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Figura 7.6. Regresiones lineales calculadas a partir de dos secciones de cada curva 
representadas en la Figura 7.5. Se muestra la pendiente obtenida de la ecuación de dichas 
regresiones lineales. Teórica (a) y Experimental (b) 
 

Para explicar dicho comportamiento se debe tener en cuenta el diagrama de 

especiación del Pyr en función del pH (Figura 7.7). 

 

a 

b 
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Figura 7.7. Diagrama especiación del Pyr en función del pH. Fracción molar de la especie ácida 
(negro) y básica (rojo). Se ejemplifican las zonas donde la pendiente de las curvas varía. 
 

 

- ZONA 1:  En las zonas donde la relación [Pyr-]/[HPyr] es prácticamente 

0 la fluorescencia se debe únicamente a la correspondiente al HPyr (o 

alguna impureza fluorescente) y presenta una dependencia lineal 

respecto a la intensidad de excitación. Esta fluorescencia puede 

minimizarse mediante la selección de una λexc tal que no exista 

absorción de la especie ácida del fluoróforo. 

 

- ZONA 2:  En esta zona leves aumentos de pH modifican 

considerablemente la relación [Pyr -]/[HPyr] por lo que la liberación de 

la base enjaulada de forma localizada genera una dependencia no 

lineal de la emisión respecto a la excitación. 

 

- ZONA 3:  En esta zona la pendiente de la curva de [Pyr -] en función 

del pH es constante, por que el valor de “r” en la ecuación Iemi = Iexc
r 

permanece constante. 
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- ZONA 4:  En esta zona la pendiente mencionada es menor a las dos 

zonas anteriores por lo que el valor de “r” en este caso es menor que 

en la zona 2 y 3 y va disminuyendo asintóticamente a 1. 

  

- ZONA 5:  En la última zona la concentración de [Pyr -] permanece 

constante, o sea no depende del pH. Por lo tanto un aumento mayor 

del pH no genera cambios en la concentración de la especie básica (la 

cual emite). Por lo tanto la emisión presenta una dependencia lineal 

respecto a la excitación, como en cualquier técnica de fluorescencia 

convencional. Las condiciones experimentales de trabajo para lograr 

una excitación multifotónicas deben ser tales que no logren llegar a 

esta zona de la curva de especiación. 
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7.5 CONCLUSIONES EXCITACION MULTIFOTONICA 
INDIRECTA: 
  
  
 En este Capítulo se ha demostrado otro método para lograr una dependencia 

no lineal entre la intensidad de luz de emisión y la da excitación. La ventaja respecto al 

descripto en el Capítulo anterior, es que en este caso el fluoróforo posee la propiedad 

de poder ser inmovilizado, en el espécimen a estudiar, mediante uniones covalentes. 

En este método la activación de la fluorescencia está dada por un cambio de pH 

generado con un actuador molecular que fotolibera una base de forma localizada. Una 

vez realizada la inmovilización en la superficie del espécimen puede ser utilizado de 

forma reiterada en distintas mediciones, si es posible mantener el pH. 

 La dependencia observada entre la intensidad de emisión y excitación 

demostró una excitación multifotónica. Esta dependencia no lineal aumenta 

considerablemente la resolución del seccionamiento en el eje z. 

 En particular el fluoróforo dependiente del pH utilizado (Pyr) presenta las 

ventajas que posee grupos funcionales que pueden ser utilizados para inmovilizar la 

sonda fluorescente al espécimen de forma covalente mediante reacciones poco 

nocivas para los sistemas biológicos. También posee un pKa cercano al pH fisiológico 

lo que permite realizar cambios de pH (para activar la emisión) desde valores no 

alejados a dicho pH, evitando emplear condiciones desfavorables para los sistemas 

usualmente estudiados. 
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Capítulo 8. 

CONCLUSIONES: 
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En el transcurso de esta tesis doctoral se han podido cumplir los objetivos 

buscados en un principio. Se han realizado mediciones de distintas variables por 

medio de imágenes, adquiridas con una alta resolución espacial y temporal, mediante 

la aplicación de sensores moleculares utilizados tanto en sistemas en los que se ha 

actuado sobre el mismo modificando la variable medida (aumento de pH) de forma 

localizada, como también en sistemas favorecidos termodinámicamente (corrosión). 

 Para obtener determinaciones analíticas de las variables deseadas se 

implementaron técnicas de microscopía de transmisión utilizando un sistema de 

iluminación basado en LEDs. Estos emiten a longitudes de onda que coinciden con los 

sensores RGB de las cámaras digitales de uso doméstico. Estas videocámaras fueron 

empleadas para obtener las imágenes que posteriormente fueron procesadas para 

obtener los resultados deseados. 

Para adaptar las condiciones de iluminación al rango lineal de la cámara se 

controló la corriente de los LEDs utilizados como fuente de iluminación. La resolución 

temporal de una videocámara económica ronda el orden de los milisegundos.   

A diferencia de la técnica de microscopía de fluorescencia, la cual es muy 

dependiente de la apertura numérica del objetivo utilizado, en la microscopía de 

transmisión el dispositivo utilizado para iluminar emite hacia el objetivo, a través de la 

muestra. Si bien algunos fotones son absorbidos o dispersados por la misma, la 

cantidad de fotones que llegan al objetivo del microscopio es considerablemente 

mayor que la presente en las técnicas de fluorescencia. Al no ser la cantidad de luz 

que entra en el objetivo un factor limitante se pueden obtener fácilmente imágenes a 

una alta velocidad. 
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SENSORES MOLECULARES: 
 
 
 Los sensores moleculares utilizados tienen la particularidad de que los 

espectros de absorción de sus especies conjugadas se solapan con los filtros RGB de 

la videocámara. Si bien la disposición de los sensores RGB de la cámara no es 

uniforme, disminuyendo la resolución espacial de los que se encuentran en menor 

cantidad (rojos y azules), la técnica permite realizar una medición directa o ratiométrica 

de ambas especies. En el caso de especímenes de espesor constante y bajo 

fotoblanqueo, la determinación no ratiométrica arroja resultados de buena calidad. 

 Uno de estos sensores se utilizó para realizar mediciones de pH en sistemas 

de flujo y en sistemas que se asemejan a sistemas biológicos. El sensor molecular 

utilizado para dicha medición fue el Calcón. El otro sensor molecular con el que se 

trabajo, para la medición de potencial redox, fue el complejo [Ru(bpy)2(4AP)2]
n+. 

 Para ambos casos se ha demostrado que la dispersión de datos aumenta a 

valores en los que la relación de ambas especies conjugadas del sensor es alejada al 

valor unitario. 

 

ACTUADORES MOLECULARES: 
 
 
 En el caso de los actuadores moleculares se ha logrado sintetizar, caracterizar 

y emplear distintos tipos: 

 

- Actuador de pH:  Se logró obtener un actuador de pH que induce un aumento 

de pH de unas 5 unidades de pH, en el orden de las decenas de 

nanosegundos. El mismo se activa de forma localizada mediante la irradiación 

con luz del rango visible. Se ha empleado el mismo para modificar el pH en 

distintos sistemas y se logró realizar mediciones simultáneas de esta variable 

mediante el sensor descripto anteriormente. 
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- Compuestos Antena:  Debido a la necesidad de ampliar el rango fotoactivo de 

los compuestos enjaulados de la familia Ru-bpy, se busco aumentar la 

fotoactividad a longitudes de ondas altas (las cuales poseen mayor penetración 

en los tejidos biológicos). Para lograrlo se estudiaron procesos de transferencia 

de energía del tipo FRET en los cuales se aprovecha la absorción de luz de 

longitudes de onda largas por medio de uno de los ligandos del complejo (el 

cromóforo). Este emite a energías similares a las de los estados 1MLCT del 

complejo Ru-bpy (desde donde se puebla el estado disociativo que genera 

fotoliberación). De esta forma se logró aumentar la fotoactividad de liberación 

del ligando más lábil hasta casi 10 veces. 

 

- Excitación bifotónica:  El mismo proceso de FRET se aprovechó para diseñar 

una sonda fluorescente en la cual la intensidad de emisión posee una 

dependencia no lineal sino cuadrática respecto de la intensidad de excitación. 

Este fenómeno puede aplicarse a técnicas de microscopía de fluorescencia 

avanzadas, en las cuales la resolución espacial en el eje z es mayor 

permitiendo realizar seccionamiento de imágenes de un espécimen dado. Esta 

fluorescencia bifotónica, generada en tiempos del orden difusional ha sido 

demostrada en sistemas de flujo y mediante simulaciones computacionales. 

 

- Excitación multifotónica indirecta:  Como mejora de la técnica anterior se 

estudió el caso de una sonda fluorescente dependiente del pH, la cual activada 

localmente mediante un actuador de pH (generando un aumento del mismo), 

es capaz de producir un fenómeno de excitación multifotónico. Además esta 

sonda (a diferencia de la anterior) permite ser inmobilizada mediante uniones 

covalentes a grupos funcionales como por ejemplo aminas, presentes 

superficialmente en diversos especímenes biológicos o sintéticos. 
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PERSPECTIVAS: 
 
 
 Uno de los principales objetivos de este trabajo ha sido estudiar la evolución de 

distintos sistemas mediante una técnica que permite la obtención de imágenes que 

contengan datos analíticos de las variables a determinar (pH, potencial redox). El 

método utilizado puede ser expandido al estudio de distintos equilibrios químicos, por 

ejemplo, equilibrios complejométricos. 

 El uso de sensores moleculares comerciales y también el diseño de nuevos 

sensores, en los que exista superposición de los espectros de absorción de las 

especies conjugadas del mismo con los espectros de transmisión de los filtros RGB de 

las videocámaras comerciales de uso doméstico, permitiría expandir la técnica 

utilizada (y eventualmente la aplicación de microscopía de reflexión en lugar de 

transmisión) a muchas reacciones químicas relevantes en la investigación científica. 

 Si bien se ha encontrado una forma de extender el rango de fotoactividad de 

los complejos Ru-bpy a longitudes de onda mayores a las habituales, no se ha 

alcanzado llegar a valores aún más cercanos al IR. El uso de distintos fluoróforos 

acordes a esta necesidad podría extender el rango de fotoactividad a valores más 

óptimos. También, para lograr “enjaular” moléculas con grupos funcionales de mayor 

carácter donor que los utilizados en este trabajo, es necesario lograr coordinar el 

fluoróforo de forma tal que permanezca inerte frente a la fotólisis. Esto podría 

implementarse coordinando el fluoróforo al metal mediante un grupo fosfina. 

 Todas estas nuevas posibilidades que se han comenzado a explorar abren la 

puerta al diseño de nuevas sondas y actuadores moleculares capaces de ser 

utilizados como herramientas analíticas en sistemas microscópicos, especialmente en 

ámbitos biológicos.  Los avances en las técnicas digitales de toma y procesamiento de 

imágenes constituyen una base sólida para el mejoramiento de estas técnicas de alta 

resolución y velocidad que cada día encuentran más aplicaciones en el ámbito 

científico. 
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