FUNDAMENTOS DE LUMINISCENCIA. LUMINOL

Los atomos o moléculas pueden ser excitados por distintos procesos, sus electrones pasan a niveles de
energia superiores y pueden regresar posteriormente al nivel fundamental con emisiéon de luz, proceso
que recibe el nombre de luminiscencia.

Segun la forma de excitar los &tomos o moléculas, la luminiscencia recibe distintos nombres:
a) Fotoluminiscencia si es por accion de la luz.
b) Triboluminiscencia si es por friccion o accion mecdnica.
c) Electroluminiscencia si es por impacto con particulas cargadas.
d) Quimioluminiscencia si es por efecto de una reaccion quimica (caso del luminol).

La quimioluminiscencia es un fendmeno que podemos reconocer facilmente en algunos animales
como las luciérnagas o también en las llamadas barras de luz (light stick) que se utilizan en las
acampadas o las que usan los pescadores.

Una de las sustancias mas empleadas para realizar reacciones luminiscentes es el luminol; su propiedad
para producir una reaccién quimioluminiscente en solucién basica y en presencia de un agente
oxidante al contacto con la sangre fue observada por primera vez por H. O. Albrecht en 1928.

El luminol (CgH7N30) es un derivado del acido ftdlico, sélido a temperatura ambiente, de color gris
amarillo palido, soluble en la mayoria de disolventes orgdnicos y ligeramente soluble en agua (es mas
soluble a pH bdsico). Es una molécula sencilla, sin carbonos asimétricos (6pticamente inactivo), que se
prepara comercialmente a partir del dcido 3-nitroftalico mediante la condensacién de este dcido con
hidracina (N2Ha) y posterior eliminacién de agua. La reduccién del grupo nitro (-NOz) a la amina
primaria correspondiente permite la sintesis del luminol. Sin embargo, el luminol no exhibe
luminiscencia por si solo, sino que debe ser excitado, en este caso, por reaccién quimica con un agente
oxidante como se analizard mds adelante.
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Esquema 1. Sintesis del luminol en dos pasos a partir del acido 3-nitroftalico. El acoplamiento de la unidad
[HN-NH] para cerrar el anillo produce la eliminaciéon de dos moléculas de agua.

Antes de exponer los detalles del desarrollo experimental con luminol conviene realizar una revisién
previa sobre algunos principios fundamentales para su comprensién y estudio.

1) Estados y niveles electronicos, vibracionales y rotacionales. Energia de una molécula.

2) Estados excitados singlete y triplete. Estabilidad y correlacion de espin.

3) Diagrama de Jablonsky. Vuelta al estado fundamental. Fluorescencia y fosforescencia.

4) Intensidad de la radiacion. Integral del momento de transicion. Regla de seleccion de espin AS=0.
5) Mecanismo de desactivacion del luminol por fluorescencia. Rendimiento cudntico.

6) Fluorescencia del luminol en agua. Caracteristicas y condiciones.

7) Transferencia de energia de resonancia por fluorescencia (FRET).



1) Estados y niveles electronicos, vibracionales y rotacionales. Energia de una molécula.

La configuracidn electrdnica (Esquema 2) de un dtomo (Ej.: 1s2,2s22p®,3s2...) establece la distribucion
de sus electrones alrededor del nucleo atdomico en unas zonas donde existe una alta probabilidad de
localizarlos (orbitales atdmicos). Segun el principio de exclusion de Pauli los electrones van ocupando,
dos en dos, con espines apareados (+1/2, -1/2), los diferentes orbitales atdmicos y por orden creciente
de energia (principio de construccion de Aufbau). Los electrones mas cercanos al nucleo son
fuertemente atraidos y ocupan niveles de energia inferiores, representando esto una situacién de
mayor estabilidad. En cambio, los electrones serdn menos atraidos cuando estén situados en niveles
de energia mas altos, resultando asi una situacién de menor estabilidad.
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Esquema 2. Configuracién electrénica asociada a los niveles de energia de un dtomo. Distribucién de los
electrones por capas (modelo de Bohr) o por orbitales atémicos (modelo de Schrédinguer).

De la misma manera, cuando los atomos se enlazan entre si para formar moléculas, los electrones de
valencia aportados por cada uno de ellos para la formacién de los distintos enlaces, se colocan por
pares en los denominados orbitales moleculares (Esquema 3). Estos orbitales representan las distintas
zonas de la molécula donde hay una mayor probabilidad de encontrarlos y se forman por combinacion
0, en otras palabras, a partir de “la suma de cada uno de los orbitales atomicos de valencia que ponen
en juego cada uno de los dtomos implicados” .

E i 0 ,—7
2 @ ® ¢
E1 %~ { x y x y
|

Esquema 3. Listado de algunos orbitales moleculares del luminol ordenados en orden creciente de energia. Al
igual que ocurre con la funcion matematica de un orbital atdmico py, la funcién matematica de un orbital
molecular también pueden tomar valores positivos y negativos, coloreados en azul y rojo, respectivamente.



Ahora bien, mientras los electrones de valencia se mueven muy rapidamente por las distintas zonas de
la molécula (rojo y azul), es decir, por sus orbitales moleculares cuyos niveles electrénicos son E, E,
E3 Ea, Es... (véase Esquema 4), los nucleos atdmicos estan vibrando, aunque con una menor rapidez
(aproximacion de Born-Oppenheimer), lo que conduce a que los enlaces entre los atomos A-B-C-D...
estdn continuamente alargdndose y estrechandose. En una molécula podemos encontrar muchas
maneras o “modos de vibracién” y cada uno de ellos tendra una energia distinta, lo que dara lugar a
los llamados niveles energéticos vibracionales, E,. Asi, para cada nivel electrénico E, se establecen, a
su vez, sus correspondientes niveles de vibracion con v=0,1,2,3... Por ultimo, debemos incluir ademas
el movimiento de rotaciéon (“modos de rotacion”) que poseen las moléculas sobre distintos ejes segun
su simetria, dando lugar a los denominados niveles energéticos rotacionales, E;.
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Esquema 4. Niveles de energia de una molécula. Los saltos entre niveles electrénicos promocionan un electrén
de un orbital molecular a otro; en los saltos vibracionales, los ntcleos atémicos de las moléculas cambian su
forma de “vibrar”; y en los saltos rotacionales se producen cambios en la forma de rotacién.

Asi pues, cuando una molécula tiene sus electrones colocados en los niveles de energia mas bajos
posible, se dice que se encuentra en su estado fundamental. Supongamos que una molécula tiene tres
niveles energéticos, E1, E; y E3, ocupados cada uno de ellos con 2 electrones. La energia total de Ia
molécula en su estado fundamental se calcula como sigue:

Etotal =2 XE1 +2XE2+2xE3=..... KJ/molécula

Si la radiacidn recibida tiene energia suficiente para promocionar un electrén desde el ultimo nivel
ocupado (o incluso desde niveles inferiores) hasta a un nivel superior no ocupado, se dice que la
molécula se encuentra en un estado excitado (Esquema 5).
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Esquema 5. La fraccién de moléculas que experimenta la absorcidn de un fotén (un fotén por molécula)
conlleva la promocién de un electrén hasta un nivel superior, por ejemplo: E3—Ea. Esto implica que el electrén
pasa de localizarse en una zona de la molécula a otra zona. Igualmente, la energia total de la molécula en su
estado excitado seria: Eiotal =2 XE1 + 2 XE; + 1 X Es+ 1 X Es = ..... KJ/molécula.



Lo mismo puede ocurrir con los estados vibracionales y rotacionales. Las moléculas se encontraran en
los estados de vibracion y de rotacién mas estables (de mas baja energia) si la radiacion no tiene
suficiente energia como para promocionarlas hasta unos estados de rotacidén o vibracion de niveles
superiores. En términos aproximados, los saltos rotacionales son promovidos por fotones de longitudes
de onda que estdn en la regidon del microondas, mientras que los saltos vibracionales comprenden la
region del infrarrojo. Los saltos entre niveles electronicos estdn en la zona del ultravioleta-visible.

Es mas, la mecdnica cuantica demuestra que, en el cero absoluto, las moléculas de una sustancia se
encuentran en su estado fundamental (ocupando los niveles mas bajos de energia), vibrando en su
estado vibracidon mads bajo posible con una energia minima E.-o, pero con un estado rotacional nulo. A
medida que la temperatura aumenta o incide radiacién de la zona del microondas, encontraremos en
la muestra una fraccion de moléculas que empezardn a rotar, ocupandose niveles rotacionales
superiores. Si continla el aumento de temperatura o se hace incidir radiacién infrarroja, las moléculas
empezaran a vibrar en otros modos y con mas energia, ocupandose niveles vibracionales superiores.
Finalmente, si la radiacion tiene suficiente energia o de la zona UV-Visible, podemos encontrar saltos
electrénicos que lleven a las moléculas a estados excitados.

2) Estados excitados singlete (S) y triplete (T). Correlacion de espin y estabilidad.

Cuando una molécula en su estado fundamental recibe un fotén para promocionar un electrén a un
nivel superior, se pueden dar dos posibilidades (Esquema 6). La primera tiene un electrén en un nivel
superior desapareado y recibe el nombre de estado triplete, representado con la letra T1; la otra
alternativa lleva al electrén con un espin apareado con el electrén del nivel inferior y recibe el nombre
de estado singlete, S1 (multiplicidad de espin de un estado electronico, S: n+1, siendo n el numero de
electrones desapareados). Si el electron es excitado a niveles alin mas altos se pueden dar los distintos
estados tripletes (T, Ts...) y singletes (S, Ss...) de mas energia. Notese que, si la molécula en su estado
fundamental tiene todos sus electrones apareados (S=n+1=1, n= 0), el estado electrénico de energia
mas baja se representa por un singlete So, siendo su valor de energia Etotal =2 XE1 + 2 XE2 + 2 X E3 ...

SN

44
| I |

m

I

o
I

I

[

g |

g |

m |

1]

z [
1
I |

o

1

1

1

1

1

1

1

1

=== 71
o

1

1

1

1

1

1

1
1

* _
E ——— 5,
T
51 e 2 —
'I'1 B S ————— e I 51
So - == - ———— Tl
S,

EnergiaensuestadoS, E=2xE, +2xE,+2xE;
EnergiaensuestadoT; E=2xE, +2xE, +1xE;+ 1xE, (desapareado)
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Esquema 5. Energia total de la molécula para los estados fundamental S,, primer triplete T1 y primer singlete.

Hay que resaltar que los estados tripletes tienen energias ligeramente inferiores a los estados singletes.
Un electrén excitado a un nivel superior con un estado singlete (apareado), tiene mas facil regresar al
orbital de partida puesto que no incumpliria el principio de exclusién de Pauli. Esto lleva a que el
electrén excitado experimente mas cerca al otro electron (mayor correlacion de espin), y experimente
mayor repulsion y, por tanto, sea menos estable y con energia mas alta. Sin embargo, en el estado
triplete (desapareado), el electron excitado incumpliria el principio de exclusion si regresara al nivel
inferior, lo que hace que esté siempre mds alejado del otro electréon (menor correlacion de espin) vy,
por tanto, experimente una menor repulsion, con lo que estara mads atraido por el nucleo, esto es, mas
estabilizado y con un nivel de energia algo mas bajo respecto al singlete.



3) Diagrama de Jablonsky. Vuelta al estado fundamental. Fluorescencia y fosforescencia.

En un tiempo posterior, o cuando la radiacién deja de incidir, los electrones vuelven a caer a niveles
inferiores. La desexcitacion de una molécula puede ocurrir de diferentes maneras. Los distintos
procesos de desactivacion se recogen en el lamado diagrama de Jablonsky (Esquema 6).
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estado S1 que solapa con un estado de vibracion

del nivel superior, en este caso S,. La conversion interna desde S; hasta S, puede seguir ocurriendo
igualmente de la misma manera, llegando finalmente a su estado electrénico fundamental S, por
relajacion vibracional.

B) Cruce de estados, CE. La molécula puede pasar a otro estado electrénico de distinta multiplicidad
(sin emitir luz), seguido de una relajacidn vibracional, hasta el nivel mds bajo del estado electrénico en
el que se encuentre. Por ejemplo, puede cruzar del estado singlete S; al estado triplete T1 seguido de
una rapida relajacion vibracional. Desde este nivel T1 puede ocurrir de nuevo otro cruce de estados
(CE) con el estado fundamental a través de un estado de vibracidn solapado entre estos dos estados, y
relajarse o desactivarse por colisiones hasta el nivel mas bajo del estado fundamental S,.

Estos procesos son no radiativos (no emiten luz) y compiten con los procesos radiativos como la
fluorescencia o fosforescencia. La emisién de luz se produce solo desde los estados excitados mas bajos
de cada multiplicidad, S1 o T1 (regla de Kasha).

La fluorescencia ocurre cuando la desactivacion tiene lugar entre los estados S1 y So, emitiendo luz de
energia correspondiente a la diferencia energética entre estos dos estados. La fosforescencia ocurre
cuando la emision de luz tiene lugar desde T1 hasta So. Cuando estos estados S1 y/o T1 son posibles
segun la naturaleza quimica de la molécula, tienen que cumplirse algunas reglas para que ocurra uno
u otro fendmeno radiativo. Estas condiciones se analizaran con detalle en el siguiente apartado.

4) Intensidad de la radiacidon. Integral del momento de transicion. Regla de seleccidn de espin AS.

Una molécula diatdmica AB (véase Esquema 7a), cuyo enlace A-B se alarga y se acorta continuamente,
se comporta un dipolo eléctrico oscilante p=qg-r (cargas vibrando con una frecuencia concreta). Si esta
frecuencia tiene el mismo valor que la frecuencia de los fotones de una radiacién determinada, se
produce la absorcidén de energia por resonancia, esto es, porque se acoplan ambos procesos oscilantes,
promocionando a la molécula a otros estados de vibraciéon de mas energia. Esta forma de interaccion
de la materia con la radiacion recibe el nombre de mecanismo de dipolo eléctrico. La mecdnica cudntica
estable que una transicion entre dos estados electrénicos serd posible cuando haya una variacion en el
tiempo del momento dipolar eléctrico de una molécula.



A modo de ejemplo, en el Esquema 7b se muestra un salto electrénico que implica una redistribucién
de los electrones desde una zona de la molécula (orbital molecular de partida con energia Es) a otra
zona (orbital molecular de llegada con energia E4), proporcionando un cambio en el momento dipolar.
Es por ello que todas las moléculas presentan espectros electrdnicos de absorcidn y emision.
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Esquema 7. Una distribucion de cargas en una molécula, oscilando con una frecuencia v, puede interactuar
por resonancia con los fotones de una radiacion de la misma frecuencia, produciendo transitos vibracionales
(izquierda) y/o electrénicos (derecha).

Por su parte, la intensidad Inm de la radiacion emitida depende de otros factores ademads de la variaciéon
del momento dipolar p. El siguiente factor a considerar es la multiplicidad de espin (singlete o triplete).

Para una transicidon electronica n—m, la intensidad de la sefal / es proporcional al cuadrado del
momento de transicidn, pnm?, que se corresponde, a su vez, con la siguiente integral:

IanCManI[I\llnﬁ\de’C]z

donde Yn y WYm representan las funciones de ondas (orbital molecular) de los estados inicial y final,
respectivamente, y u el “operador” momento dipolar que vincula las distribuciones de cargas de los
estados implicados. Esta integral no se anula si se produce una variacidon en el momento dipolar
durante la transicion. Ahora bien, si en la funcidn de onda separamos la contribucion del espin ¥n de

la parte orbital, tenemos: Yn = Pn*Yn, donde
Lo pom? = [ J oo B Pmxm dt ]2
IOCHanZ[Iq)nﬁd)de]z' [IXn‘deT]z

La integral J ynxm dt serd nula, si las funciones de partida y final tienen distinto estado de espin
(similar a los términos independientes en un determinante que hacen que este sea distinto de cero)
como por ejemplo ocurre en la fosforescencia. De ahi que un transito desde el estado triplete T1 (con
2e- desapareados) hasta el estado fundamental So (con cero e- desapareados) esté prohibido, siendo

AS= 3-1=2. En cambio, la integral J yn*ym dt tendra el valor de 1 (similar a las funciones dependientes
en un determinante) para un transito S1—So correspondiente a la fluorescencia, lo que indica que estd
permitido por el mecanismo de dipolo eléctrico, siendo AS=1-1=0. Hay que subrayar que el caracter
prohibido de la transicion correspondiente a la fosforescencia no significa que no tenga lugar, mas bien,
gue la desactivacion no es inmediata, resultado un estado metaestable que tarda mas tiempo en
desactivarse. Por ello, la fosforescencia persiste durante un tiempo después de que la radiacion de
excitacion cese, sin embargo, la fluorescencia es inmediata y finaliza rapidamente una vez cesa la
radiacion de excitacion.

Asi pues, los transitos permitidos son aquellos que cumplen la denominada regla de seleccion de espin
AS=0, esto es, los transitos de tipo singlete <> singlete, pero no los transitos triplete €< singlete.



5) Mecanismo de desactivacion del luminol por fluorescencia. Rendimiento cuantico.

La molécula de luminol, en adelante LH», en disolventes aproticos como el DMSO (dimetilsulfoxido),
reacciona con oxigeno molecular y en medio basico para dar un dianién [L>]* en un estado excitado
que se desactiva por fluorescencia de acuerdo con la secuencia de pasos mostrada en el Esquema 8:
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Esquema 8. Secuencia confirmada con 80 marcado para la excitacion del luminol por reaccidn con oxigeno
molecular en medio basico y posterior desactivacion de su dianién dicarboxilato por emisién espontanea luz.
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Esquema 9. Secuencia de pasos para la desactivacion por fluorescencia de la especie intermedia [L%]*.

Siguiendo el Esquema 8, la molécula de partida LH2 experimenta una reaccion con oxigeno molecular
(acoplamiento 4+2 Diels-Alder) que la lleva a una especie intermedia muy inestable (de alta energia),
un peroxido ciclico que rompe el enlace -O-0O-, liberando nitrégeno molecular como buen grupo
saliente. Esto produce un dianién dicarboxilato L>]* en un estado excitado que posteriormente se
desactiva emitiendo luz. Como esta emision tiene su origen en una reaccidon quimica, el fenédmeno se
denomina quimioluminiscencia. Las reacciones quimioluminiscentes a menudo implican la escisién de
un peroxido organico ya que este enlace es particularmente débil y se puede ganar mucha energia
mediante la escision y la subsiguiente reorganizacion de los enlaces.



Tanto los datos experimentales como los calculos tedricos han demostrado para el luminol el siguiente
proceso de desactivacion ilustrado en el Esquema 9. Inicialmente, el perdxido ciclico formado como
especie intermedia, contiene dos electrones apareados en un anillo aromatico. Esta especie
intermedia alcanza rapidamente un estado triplete T1 de mas energia, con un electron localizado en
un orbital  antienlazante del anillo aromatico, y el otro, sobre un oxigeno de uno de los grupos
carboxilatos asociado a un orbital con caracter antienlazante c* (Iéase sigma antienlazante) del
enlace O---O que se esta empezando a romper. Como la desactivacion por fosforescencia esta
prohibida, el intermedio experimenta rapidamente un cruce de estados (CE) y pasa a un estado singlete
S1. En este caso, la regla de seleccion de espin, AS=0, permite la vuelta al estado fundamental entre
dos estados singletes, S1—So. El orbital antienlazante o* se completa ahora con dos electrones,
promoviendo asi la rotura del enlace O—0O que terminara finalmente en la transformacién de dos
orbitales atdmico px en cada atomo de oxigeno.

Fluorescencia en DMSO y en agua.

Se ha demostrado que la longitud de onda de la fluorescencia emitida varia con el disolvente utilizado.
En dimetilsulféxido (disolvente aprotico) se ha observado un pico maximo a 510 nm, mientras que en
disolventes proticos como el agua, el maximo se desplaza a 425 nm (Esquema 10). En DMSO la especie
responsable de la fluorescencia es un tautémero (ceto-enol) del dianién L que se forma por
interaccion del grupo amino con el grupo carbonilo. En agua, la interaccidn de los grupos carboxilatos
con estas moléculas, hace que el grupo carbonilo sea menos bdsico, por lo que no interacciona con el
grupo -NH; y no se forma el tautémero.

A=425 nm (H,0) A=510 nm (DMSO)
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Esquema 10. Longitud de onda emitida por fluorescencia para dos disolventes: agua y DMSO. Una mezcla de
agua-DMSO mostrard dos picos con intensidades relativas en funcion de la relacién agua:DMSO empleada.

Rendimiento cuantico.

El rendimiento cudntico del proceso ®q, se utiliza para cuantificar el rendimiento de fluorescencia de
manera aproximada, en relacién con la intensidad | de la sefial y la durabilidad del proceso
quimioluminiscente. Este depende de varios factores:

@r = fraccion de moléculas que siguen el proceso que conduce a la especie LZ. (Reacting)
O¢s = fraccion de moléculas que alcanzan el estado excitado. (Excited State)

®r = fraccién de moléculas que se desactivan por fluorescencia.

donde (DQL = (DR . q)ES . q)FL

El rendimiento cuantico del luminol en agua es de ®q = 0.01 x 100 = 1 %, esto es, de 100 moléculas,
solo una se desactiva por fluorescencia. El resto se desactiva por relajacién vibracional (RV) hasta el
estado fundamental sin emisiéon de luz. En DMSO, el rendimiento cuantico es del 5 %.



6) Reaccion del luminol en medio acuoso. Caracteristicas y condiciones.

Hemos visto que solo la presencia de O; (como agente oxidante) en medio basico (OH") es suficiente
para producir la fluorescencia en las moléculas de luminol, por ejemplo, empleando dimetilsulfoxido
como disolvente. EI medio bdsico es necesario para extraer los protones del grupo [HN-NH]. Si
empleamos agua destilada como disolvente, la concentracion de oxigeno disuelto es también muy baja
como para producir un rendimiento adecuado. Por esta razdn se ha de generar mas oxigeno en el
medio, empledndose la siguiente reaccién redox:

3+ 1- Medio basico 2+ 0
reductor oxidante

HZO2 (a) —* 02 @ Semireaccion de oxidacién
Fe¥* g — Fe’*,y  semireaccién de reduccién

El cation de hierro 3+ del hexacianoferrato(lll) de potasio reacciona con perdxido de hidrégeno para
producir oxigeno, el cual se aprecia por la formacién de burbujas en la disolucién. Este oxigeno
reaccionard con luminol, en medio basico, para dar lugar a la secuencia de pasos que produce
finalmente la especie activada responsable [L%]* de la fluorescencia (Esquema 11).

NH, O NH, 7O NH, O
lrn? ) 7
N7 -OH N Y }\N 0O Acoplamiento
N -OH I\ll_ [\Il 8 Diels-Alder
s </ 4+2
0 -2H,0 o) o}
Luminol LH, l
NH, O B NH, O 1 NH, O;) Fluorescencia de [L2]"
RS 0 X 0~ RS N
| Ny | i _,___| O, M
5 0 > 0 _ASON)
° 0 ©
Dianién en su estado Dianién carboxilato excitado Perodxido ciclico
fundamental, L* (3 muy inestable A= 425 nm (H,0)

Esquema 11. Reaccion del luminol en medio acuoso. Fluorescencia emitida con A = 425 nm.

Para llevar a cabo una demostracién experimental con las especies implicadas (luminol, medio basico,
agente oxidante...) se han de preparar las siguientes disoluciones:

Disolucion A, 500 mL:

- 0.40 g de luminol (400 mg de sélido gris-amarillo) + 4 g de NaOH en 500 mL de agua destilada.
El luminol se hace mas soluble a pH basico. También se necesita una base para extraer los protones
de la unidad [HN-NH]. Estas disoluciones son relativamente estables (por varios meses.) pero han
de mantenerse cerradas en la oscuridad y en un bote de plastico (el vidrio contiene trazas de
metales que activan la descomposicién con el oxigeno que haya disuelto en la disolucion).

Disolucién B, 500 mL:

- 4 g de Ks[Fe(CN)e], hexacianoferrato(3+) de potasio en 500 mL de agua destilada.
Algunas sales de cobre, hierro o cobalto son utilizadas para descomponer el perdxido de hidrégeno
en oxigeno molecular (el agente oxidante de la reaccién) y agua. La cuestion es utilizar una reaccién
que produzca oxigeno en el medio de forma adecuada. Los metales también lo hacen, pero la
reaccion es fuertemente exotérmica y libera oxigeno vigorosamente, por ejemplo: H,Oz + Pb



Ahora solo falta incluir el peréxido de hidrogeno, H,0;, el cual se afiade justo en el momento de la
demostracion. Para ello se procede de la siguiente manera:

-12 PASO. En una probeta de 100 mL se afiaden unos 40 mL de la disolucion A (Luminol + NaOH)

-22 PASO. En vaso de precipitado de 100 mL, se afiaden unos 40 mL de la disolucién B (sal hierro) y
unas gotas (1 mL aprox.) de H,0; al 30 % (ATENCION: muy corrosivo).

-32 PASO. Se oscurece el lugar de la demostracidn experimental y se anade la disolucion B sobre A.

NOTA: para la IUPAC el término agua oxigenada no esta reconocido desde 2005. Se puede emplear como nombre comercial
de un producto quimico, pero no en nomenclatura quimica.

7) Transferencia de energia de resonancia por fluorescencia (FRET).

Transmisién de energia de resonancia o transferencia de energia de resonancia de Forster,
habitualmente abreviado como FRET por sus siglas en inglés Férster Resonance Energy Transfer, es un
mecanismo de transferencia de energia entre moléculas de dos sustancias distintas. Se basa en que la
energia que lleva a una molécula (sustancia 1: DONADORA) al estado excitado (puede transferirse a
otra molécula cercana (sustancia 2: ACEPTORA) mediante un mecanismo acoplador dipolo-dipolo. Fue
descrita por el cientifico aleman Theodor Forster en 1948.

Esto suele ser util para el estudio de aquellas moléculas (aceptoras) que no tienen un mecanismo
sencillo de activacién y se utilizan las moléculas de otra sustancia cuyo mecanismo es bien conocido.

Fotén emitido E=hv

D D A D A A
| XA \ ACEPTOR
—— | ——\FRET l / Rodamina B, (luz rosacea)
Tl —_— T Tl — Tl T — Tl Fluoresceina (luz amarillenta)
v — = Eosina (luz anaranjada)
S, S, S, S, S, S, Rodamina G (luz violacea)
DONADOR ACEPTOR
“Luminol” otra sustancia

luminiscente

Esquema 12. Mecanismo de transferencia de energia por fluorescencia. Desaparece la luminiscencia del
luminol (donador de energia) y aparece la luminiscencia de una segunda sustancia (aceptora).

Cuando se induce por reaccién quimica la
activacion de las moléculas de luminol para
promocionarlas a un estado excitado, se ha
observado la emisidon de luz de una especie
guimica intermedia cuando esta decae a su
estado fundamental. El exceso de energia se
ha emitido en forma de luz. Justo antes de la
emision de luz, (Esquema 12) si las moléculas
de luminol (DONADOR) estan rodeadas de
otras moléculas de otra sustancia (ACEPTOR),

también luminiscentes, se puede transferir el Esquema 13. FRET del luminol con otras sustancias

exceso de energia a las moléculas aceptoras,  |yminiscentes. (1) Luminol; (2) fluoresceina; (3)
lo que induce la emision de fluorescencia en  Rodamina G; (4) Eosina.

ellas y la desaparicién de fluorescencia en las

moléculas donadoras (luminol). Esta trasferencia depende de la distancia entre las moléculas, su
tamafio y la orientacién de sus dipolos. Si la distancia es lo suficientemente corta, y la orientacién de
los momentos dipolares de las moléculas implicadas es la apropiada, el donador, una vez excitado,
puede transferir la energia al aceptor.




APLICACIONES

1) El uso del luminol en el analisis forense.

La hemoglobina presente en la sangre contiene un cation de hierro(2+) que es capaz de catalizar la
descomposicion de H,0; en oxigeno. Cuando en la escena de un crimen se pulveriza una disolucién de
luminol con peréxido de hidrégeno sobre una superficie que pudiera contener trazas “imperceptibles”
de sangre, se observardn sefiales de luminiscencia si alin sigue quedando restos de sangre.

V4

CH3

HaC 4

H;C CH3

CO,H CO,H

Hemos visto ademas que la lejia también reacciona con H,0; para producir oxigeno. Se ha observado
en otras ocasiones que la escena de un crimen ha sido limpiada con lejia de forma contundente para
eliminar posiblemente restos de sangre. Esto produce luminiscencia con mucha claridad o falso
positivo, aunque no haya restos de sangre, lo que puede indicar, por otra parte, que algo sospechoso
se intentaba ocultar.

2) Ejemplo de FRET con luminol.

En este documento también se ha analizado que cuando se combina luminol con otros agentes
cromdforos se puede producir la transferencia de energia desde el estado excitado del luminol a las
moléculas del croméforo. De esta manera se induce en estas moléculas una fluorescencia que se exhibe
con la emisién de luz de distintos colores segun el croméforo utilizado. Aqui se muestran dos ejemplos:
uno con rodamina By el otro con fluoresceina.

FRET .. e FRET
‘ 81 """"" »
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SO 80 Y SO
rhodamine B 3-aminophthalate fluorescein (basic form)
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3) Barritas luminosas (light stick)

Algunas de las barras de luz que se comercializan actualmente contienen TCPO, el bis-(2,4,6-
triclorofenil) oxalato. Al reaccionar con H;0; (contenido en un compartimento interno de la barra) se
forma una especie intermedia muy inestable de muy alta energia, el 1,2-dioxietanodiona, en un estado
excitado, que se descompone en dos moléculas de CO,, transfiriendo el exceso de energia al agente
cromoéforo que se utilice. Este croméforo se excita por el mecanismo FRET visto con anterioridad,
emitiendo luz durante unas 12 horas aprox. con un rendimiento cudntico del 25 %.

*
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Cl+ H,0, — Y — E
\HL -0 5
+
energy

transfer
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Otros ejemplos de barras luminosas utilizan oxalatos similares [R-O-CO-CO-0-R], pero los productos
formados suelen ser irritantes, y muchos de ellos se consideran carcinégenos potenciales. Por lo que
no es recomendable utilizarlas para demostraciones de laboratorio en caso de extraerse los
componentes quimicos de estas barras de luz.

4) Blanqueadores para el material textil y el papel.

Los abrillantadores épticos o agentes blanqueadores fluorescentes, son sustancias que se afiaden a los
detergentes o directamente a los materiales y fibras textiles, también al papel, que absorben luz en la
region ultravioleta y violeta (usualmente 340-370 nm) del espectro electromagnético (es decir, por
fotoluminiscencia promocionan a un estado excitado), y reemiten luz en la regién azul (tipicamente
420-470 nm) cuando vuelven a su estado fundamental. Estos aditivos son usados frecuentemente para
mejorar la apariencia del color de textiles y papeles, causando un efecto percibido de "blanqueamiento
o un blanco muy brillante", haciendo que los materiales parezcan menos amarillos al incrementar la
cantidad total de luz azul reflejada. Un ejemplo de ellos es el Blankophor B derivado del
estilbencenodisulfénico.

. HO,S
H/N_<N N SOs Blankophor B ’
optical brightner



5) Las proteinas verdes fluorescentes, GFP.

La proteina verde fluorescente (o GFP, por sus siglas en inglés, green
fluorescent protein) es una proteina producida por la medusa
Aequorea victoria, que emite fluorescencia en la zona verde del
espectro visible. El gen que codifica esta proteina estd aislado y se
utiliza habitualmente en biologia molecular como marcador.
Permiten ver procesos previamente invisibles, como el desarrollo de
neuronas, como se diseminan las células cancerosas, el desarrollo
de la enfermedad de Alzheimer, el crecimiento de bacterias
patogénicas, la proliferaciéon del virus del sida, entre otros.

El interés de la GFP desde el punto de vista biotecnolégico reside en
gue esta proteina se comporta como una seial luminosa capaz de
expresarse en aquellas células donde se ha introducido el gen que la codifica. Al llevar la fluorescencia
incorporada en su estructura, la fluorescencia de la GFP puede producirse y mantenerse
espontaneamente en aquellas células vivas que incluyan el gen que la codifica, sin necesidad de afiadir
otros agentes o cromoforos.

La GFP se puede codificar en el ADN de ratones salvajes, o transgénicos con expresién de la GFP en
todas las células. Cuando los ratones son iluminados con luz azul las células cancerosas pueden ser
facilmente detectadas y seguidas permitiendo la localizacién de las metdstasis y el fendmeno de
angiogénesis en tumores en proliferacion.

El 8 de octubre de 2008 los profesores Martin Chalfie (estadounidense), Osamu Shimomura (japonés
radicado en los Estados Unidos) y Roger Y. Tsien (estadounidense) fueron galardonados con el Premio
Nobel de Quimica 2008 “por su descubrimiento y desarrollo de la proteina fluorescente verde (GFP)",
herramienta indispensable para la biologia y la medicina moderna.

6) Bioluminiscencia. Luciérnagas.

La bioluminiscencia (con rendimientos cuanticos en torno al 25 %) es el proceso a través del cual los
organismos vivos producen luz, dando como resultado una reaccién bioquimica en la que cominmente
interviene una enzima llamada luciferasa. Se produce como resultado de una reaccién bioquimica en
la que interviene el oxigeno, el ATP, una proteina llamada luciferina y la enzima luciferasa.

El proceso simplificado tiene lugar como sigue: la enzima luciferasa cataliza la intercovesion de la
luciferina reducida en la luciferina oxidada, consumiento ATP y O,. Para su actividad se requiere
ademads de iones Mg(2+). La luciferina oxidada alcanza un estado excitado que al desactivarse emite
luz, la cual es muy notoria durante la noche. Se trata de una conversion directa de la energia quimica
en energia luminica. Es un fendmeno muy extendido en todos los niveles bioldgicos: bacterias, hongos,
gusanos, moluscos, crustaceos, insectos, peces, medusas...
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

- Material para la experiencia con luminol
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Disolucién A (Luminol con NaOH y 500 mL de agua destilada)

Disolucion B (sal de hierro con peréxido de hidrégeno). Extremar la precaucién con el perdxido de
hidrégeno al 30 %. Uso de gafas de seguridad y guantes.




